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Resumen y Abstract  XI 
 
Resumen 
El Borojó (Borojoa patinoi) es una especie arbórea originaria del bosque húmedo tropical 
del Pacífico colombiano. El fruto es reconocido por su gran valor nutritivo, debido 
principalmente al alto contenido de carbohidratos, minerales, vitamina C y aminoácidos 
esenciales. A pesar de que tradicionalmente ha sido utilizado por sus propiedades 
medicinales en la cicatrización de heridas, hipertensión y afecciones pulmonares; su 
estudio se ha visto limitado hacia la industria de alimentos. En esta investigación se 
caracterizó el cultivo de células en suspensión de borojó con el fin de evaluar la producción 
de metabolitos secundarios de interés farmacéutico, específicamente en cáncer.  
Con el fin de incrementar la concentración celular y la obtención de biomasa, se evaluó el 
efecto del medio de cultivo basal y el tipo de tapón en matraz Erlenmeyer sobre el 
crecimiento celular. A pesar de las diferencias que ostentan los medios de cultivo MS, B5 
y White en su composición y las diferencias en la capacidad de intercambio gaseoso entre 
el matraz y el ambiente con tapones de algodón, aluminio y espuma, no se presentaron 
diferencias significativas en los parámetros cinéticos de crecimiento celular. En promedio, 
la velocidad específica de crecimiento fue 0.10 día -1 con un tiempo de duplicación 6.9 
días.  
La evaluación de los extractos de hexano y de acetato de etilo de las células en suspensión 
de B. patinoi sobre las líneas celulares MCF7, Jurkat y CHO, evidenció actividad citotóxica 
in vitro significativa sobre células tumorales MCF7 y Jurkat (adenocarcinoma de mama y 
leucemia linfoide aguda, respectivamente). Para la línea celular MCF7 se redujo la 
viabilidad celular hasta un 53% con el extracto de hexano (100 µg/mL), y en las células 
Jurkat, el extracto acetato de etilo redujo la viabilidad celular en 42% (100 µg/mL). Por otro 
lado, los extractos de hexano presentaron un mayor efecto en la reducción de la viabilidad 
de las células cancerosas (MCF7 Y Jurkat) en comparación con las células no cancerosas 
CHO. 
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Por otro lado, los extractos hexano, de acetato de etilo y diclorometano causaron daño 
clastogénico significativo en células de cáncer de mama (células Jurkat), el daño en el 
ADN fue 27.8, 24.2 y 23.9 respectivamente. 
Las pruebas fitoquímicas realizadas a los extractos hexano y acetato de etilo mostraron la 
presencia de ácido clorogénico, cumarinas, terpenos, saponinas y lactonas 
sesquiterpénicas; metabolitos secundarios de interés farmacéutico.  
Las células en suspensión de B. patinoi producen compuestos con actividad citotóxica y 
genotóxica sobre líneas celulares cancerosas Jurkat y MCF7. Lo cual permite que permite 
que este trabajo se convierta en un punto de partida para el desarrollo de nuevas 
investigaciones con cultivos in vitro de borojó, la identificación y caracterización los 
compuestos con actividad biológica y a futuro se convierta en una plataforma 
biotecnológica para la producción de fármacos quimiopreventivos o como terapéuticos 
para el tratamiento del cáncer. 
 


























The Borojó (Borojoa patinoi) is a tree species native to the tropical rainforest of the 
Colombian Pacific. The fruit is recognized for its high nutritional value, mainly due to its 
high content of carbohydrates, minerals, vitamin C and essential amino acids. Although it 
has traditionally been used for its medicinal properties in wound healing, hypertension and 
pulmonary conditions, its study has been limited to the food industry. In this research, the 
culture of cells in suspension of borojo was characterized in order to evaluate the 
production of secondary metabolites of pharmaceutical interest, specifically in cancer.  
 
In order to increase cell concentration and biomass production, the effect of the basal 
culture medium and the type of stopper in the Erlenmeyer flask on cell growth was 
evaluated. Despite the differences in the composition of the MS, B5 and White culture 
media and the differences in gas exchange capacity between the flask and the environment 
with cotton, aluminium and foam stoppers, there were no significant differences in the 
kinetic parameters of cell growth. On average, the specific growth rate was 0.10 day -1 with 
a doubling time of 6.9 days.  
 
Evaluation of the extracts of hexane and ethyl acetate from B. patinoi suspended cells on 
MCF7, Jurkat and CHO cell lines showed significant in vitro cytotoxic activity on MCF7 and 
Jurkat tumor cells (breast adenocarcinoma and acute lymphoid leukemia, respectively). 
For the MCF7 cell line cell viability was reduced by up to 53% with hexane extract (100 
µg/mL), and in Jurkat cells, ethyl acetate extract reduced cell viability by 42% (100 µg/mL). 
On the other hand, hexane extracts had a greater effect in reducing the viability of cancer 
cells (MCF7 and Jurkat) compared to noncancerous CHO cells. 
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On the other hand, the hexane, ethyl acetate and dichloromethane extracts caused 
significant clastogenic damage in breast cancer cells (Jurkat cells), the DNA damage was 
27.8, 24.2 and 23.9 respectively. 
 
Phytochemical tests performed on the extracts hexane and ethyl acetate showed the 
presence of chlorogenic acid, coumarins, terpenes, saponins and sesquiterpenlactones; 
secondary metabolites of pharmaceutical interest.  
 
Suspended cells of B. patinoi produce compounds with cytotoxic and genotoxic activity on 
Jurkat and MCF7 cancer cell lines. This allows this work to become a starting point for the 
development of new research with in vitro borojo cultures, the identification and 
characterization of compounds with biological activity and in the future to become a 
biotechnological platform to produce chemopreventive or therapeutic drugs for the 
treatment of cancer. 
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El cáncer es una enfermedad de alto impacto social y económico dado que es la segunda 
causa de muerte en el mundo (Agencia Internacional para Investigación en Cáncer, IARC). 
Actualmente gran parte de la investigación en este campo, está centrada en la búsqueda 
de nuevos fármacos que sean más efectivos en el tratamiento de la enfermedad, que 
conlleven menos efectos secundarios y logren la eliminación de las neoplasias 
minimizando el daño genotóxico en los pacientes (Vega et al. 2006; Newman et al. 2007).  
Las plantas son consideradas como una fuente significativa de alimentos y compuestos 
bioquímicos de interés, incluyendo fármacos, insecticidas, saborizantes, colorantes, 
fragancias y proteínas. Los productos naturales han sido considerados como base para la 
síntesis de nuevos fármacos. En la actualidad alrededor del 80 % de los medicamentos 
disponibles son derivados directa o indirectamente de plantas, especialmente los 
destinados para el tratamiento de enfermedades infecciosas y cáncer (Atanasov et al. 
2015; Stratton et al. 2015). 
 
En muchos casos, cuando una planta es comercializada como una medicina terapéutica o 
uno de sus constituyentes es la base para un fármaco, sus poblaciones comienzan a ser 
amenazadas, debido principalmente a la explotación intensiva e indiscriminada del material 
vegetal (Cordell 2011). El cultivo de células vegetales in vitro ha surgido como una 
alternativa para la obtención de metabolitos de interés, en especial cuando las plantas son 
silvestres, requieren largos periodos de cultivo, tienen rendimientos de metabolitos 
secundarios bajos o no se cuenta con procesos de síntesis química (Kieran et al. 1997). 
La independencia de condiciones climáticas adversas y la manipulación de manera 
controlada de variables determinantes en el desarrollo celular, como cantidad de nutrientes 
disponible, pH, temperatura, requerimientos de oxígeno, entre otros facilita la continuidad 
y poca variabilidad del cultivo,  características necesarias para desarrollar un proceso a 




El borojó es utilizado principalmente en la industria alimenticia, algunas comunidades 
indígenas colombianas lo han utilizado tradicionalmente por sus propiedades medicinales 
en la cicatrización de heridas, problemas pulmonares, antitumorales, diuréticos, control de 
hipertensión y niveles de azúcar en la sangre (Gentry et al.1988). Martínez (2005) y 
Caballero & Cardona (2006), establecieron cultivos in vitro  de callos y  suspensiones 
celulares, respectivamente, sin embargo, no se tiene conocimiento del comportamiento del 
cultivo celular, ni la produccioón de metabolitos con actividad biológica. En este sentido. 
se propuso como objetivo general evaluar la actividad citotóxica y genotóxica de extractos 
crudos de células en suspensión de Borojoa patinoi sobre líneas celulares transformadas 





1 Marco teórico  
1.1 Borojó (Borojoa patinoi) 
El Borojó (Boroja patinoi Cuatrec) es una especie arbórea perteneciente a la familia 
Rubieaceae, originaria del bosque húmedo tropical del Pacífico de Panamá y el occidente 
de Colombia (región biogeográfica del Chocó), situada a 500 msnm, donde predominan 
precipitaciones mayores de 4000 mm/año, temperaturas promedio mayores a 27 °C, 
humedad relativa mayor a 85 %, evapotranspiración de 1680 mm/año y 1320 horas de 
brillo solar al año. El árbol mide entre 4 y 6 m de altura en condiciones normales, el fruto 
tiene un peso promedio de 450 a 600 g, con 8 a 10 cm de diámetro aproximadamente 
(Moreno & Medina 2007). 
 
Naturalmente crece en zonas tropicales de alta humedad; característica propia del litoral 
pacífico colombiano. Sin embargo, es una especie que se adapta fácilmente a condiciones 
hasta de 800 msnm. En la actualidad está diseminada a lo largo del territorio nacional, 
incluyendo la Amazonia, la zona cafetera y el Magdalena Medio (Moreno & Medina, 2007). 
En 2011, los departamentos con mayor producción de la fruta fueron Valle del Cauca (52,7 
%), Nariño (22,3 %) y Choco (18,4 %), con una extensión total de 2749 hectáreas 
cultivadas (Ministerio De Agricultura y desarrollo Rural 2012). Los rendimientos son 
considerablemente bajos, en los primeros 5 años la producción es de 5 a 12 frutos/año y 
para el resto del periodo de utilidad de 12 a 30 frutos árbol/año (Moreno & Medina 2007; 
Martínez et al. 2009). 
 
El Borojó es una planta dioica (se diferencia entre árboles machos y hembras), los árboles 
macho no son productores de frutos. No hay diferencia fenotípica entre machos y hembras 
(productoras de frutos) al momento de establecer un cultivo. Dicha característica solo es 
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evidente en el momento de la floración, y esta situación causa una importante reducción 
en la productividad (Giraldo et al. 2004). 
 
El fruto es reconocido por su gran valor nutritivo. Contiene grasa (0,15 %), fibra dietara 
(23,58 %), vitaminas (C, B2, B3) y minerales (P, Fe, Ca , K) (Mosquera et al. 2010; Díaz 
2014). La pulpa del futo es ácida (pH 2.74), tiene una humedad de 70.99 %, el 25.07 % 
son carbohidratos, el contenido total de azúcar era 9.72 %, las proteínas representan el 
1.5 % y la fibra cruda un total de 2.14 %, el contenido de VB1, VB2, niacina, ácido fólico, 
VC y VE es de 0.05mg/kg, 0.81mg/kg, 0.71 mg/kg, 0.22mg/kg, 4.32mg/kg and 2.49mg/kg 
respectivamente (Jiao et al. 2011). También contiene 26 aminoácidos libres y 
oligoelementos esenciales (como el zinc, cobre y hierro), adicionalmente, otros 
oligoelementos específicos como el manganeso, silicio, cromo trivalente y níquel que rara 
vez se encuentra en las frutas y verduras (Jiao et al. 2011). 
 
Dado que la composición de fruto es compleja y rico en nutrientes, es posible desarrollar 
suplementos alimenticios (Jiao et al. 2011). Actualmente, la pulpa del fruto es utilizada en 
la preparación de productos procesados en la industria de alimentos como gelatina, salsas, 
mermeladas y jugos. 
 
1.2 Metabolitos del género Borojoa 
Los compuestos sintetizados por las plantas se clasifican en metabolitos primarios y 
metabolitos secundarios. Los metabolitos primarios son compuestos requeridos para el 
desarrollo fisiológico de las plantas, y debido a que tienen un papel fundamental en el 
desarrollo del metabolismo celular básico, de una forma u otra los poseen todas las 
especies vegetales. Por su parte, los metabolitos secundarios, aunque se encuentran en 
menor proporción que los primarios, son biosintéticamente derivados de estos (Balandrin 
et al. 1985). La producción de los metabolitos secundarios es por lo general baja (menor 
al 1% del peso seco), depende fundamentalmente de la especie vegetal y de las 
condiciones fisiológicas y de desarrollo de la misma (Namdeo 2007). Desempeñan un 
papel importante en la interacción de las plantas con su medio ambiente y actúan como 
mecanismos de defensa condiciones de estrés o como sustancias de reserva de energía, 
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precursores de importantes compuestos orgánicos o fuente de nitrógeno que pueden ser 
reutilizados por la planta (Mulabagal & Tsay 2004; Balandrin et al. 1985). 
En particular para borojó y debido a que el fruto es la parte de la planta que es 
comercializada, las investigaciones realizadas en el género Borojoa están dirigidas hacia 
el estudio del fruto. Lin et al. 2010, reportó que el contenido total de polisacáridos en el 
fruto es del 11.2 % y sus componentes principales son galactosa, arabinosa, ramnosa y 
glucosa. 
En la pulpa del fruto de la especie B. patinoi se ha reportado la presencia de polifenoles y 
ácidos orgánicos como ascórbico y ácido oxálico (Contreras et al. 2011). Adicionalmente, 
Sotelo et al. 2010, identificaron la presencia de triterpenos, flavonoides y fenoles, con una 
concentración de polifenoles totales de 800 mg GAE/100 g, superior a la reportadas para 
otras especies de la misma familia. Sin embargo, Jiménez et al. 2014 reportó una cantidad 
total de polifenoles de 284.02 mg GAE/ 100 g peso fresco en el extracto acuoso de la fruta 
sin madurar. En este sentido, la variabilidad en el contenido de polifenoles en el fruto 
depende de la condiciones cultivo, clima, geografía y estado de maduración (López et al. 
2015). 
En adición, Chaves-lópez et al. 2018 reportan la presencia de 26 compuestos fenólicos 
diferentes en el extracto acuoso del fruto, entre los cuales se destacan  el ácido vainílico, 
el ácido siríngico, el ácido gálico, la catequina, el ácido cafeico y la rutina. Estos 
compuestos fenólicos son conocidos por exhibir una amplia gama de bioactividades, 
incluyendo la actividad antioxidante, anticancerosa, antiinflamatoria y antimicrobiana 
(Chaves-lópez et al. 2018). 
Otro de los compuestos que son reconocidos por sus propiedades medicinales como 
analgésicas, antipiréticas, depresivas del sistema nervioso central, antileishmaniales e 
hipoglucémicas, y que han sido identificados en la pulpa del fruto de B. patinoi son los 
glucósidos iridoides, específicamente (ácido 4,4a,7,7a-tetrahidrociclopenta[c]pirano-1,5-
dicarboxílico) comúnmente conocido como ixósido (Garzón et al. 2013). 
1.3 Usos medicinales y actividad biológica de Borojoa 
A pesar que los frutos de borojó ha sido utilizado principalmente en la industria alimenticia, 
algunas comunidades indígenas colombianas lo han utilizado tradicionalmente por sus 
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propiedades medicinales en la cicatrización de heridas, problemas pulmonares, 
antitumorales, diuréticos, control de hipertensión y niveles de azúcar en la sangre (Gentry 
et al.1988). 
El uso del fruto por sus posibles efectos antitumorales fue comprobado por Xu et al. 2016, 
para la especie B. sorbilis sobre las líneas celulares HepG2 (cáncer de hígado) y A549 
(cáncer de pulmón), el polisacárido 1,4-β-D-galactan aislado de la pulpa del fruto dejó en 
evidencia la actividad antitumoral in vitro de manera dosis dependiente para ambas líneas 
celulares. Recientemente, Chaves-lópez et al. 2018, mostraron el efecto antiproliferativo in 
vitro del extracto acuoso del fruto sobre la línea celular Caco-2 (carcinoma de colon) de 
manera dosis dependiente, a una concentración de 750 µg/mL el extracto inhibió el 70% 
del crecimiento celular.  
Por otro lado, debido a la presencia de flavonoides y polifenoles en el fruto, se ha evaluado 
su capacidad antioxidante. Sin embargo para la especie B. patinoi, Contreras et al. 2011, 
reportó que la actividad antioxidante del extracto acuoso del fruto es significativamente 
menor a la reportada para otras frutas exóticas. En contraste, López et al. 2015, evidenció 
una alta correlación entre el contenido total de polifenoles (TPC) y el contenido total de 
flavonoides (TFC) con la capacidad para reducir el hierro férrico (FRAP), la capacidad para 
quelar el hierro (FIC) y la actividad captadora de radicales libre (DPPH), atribuyéndole al 
fruto una buena capacidad antioxidante.  
Otra actividad biológica ha sido reportada para los polisacáridos del fruto de la especie B. 
sorbilis cuter, es la capacidad de actuar como un agente inmunomodulador, aumentando 
significativamente las respuestas inmunitarias y reduciendo los efectos secundarios de 
ciclofosfamida (medicamento inmunosupresor que bloquea la producción de ADN, 
evitando así que las células se dividan y causando la muerte de las células del sistema 
inmunológico. Este medicamento puede provocar graves efectos secundarios) (LI et al. 
2015). 
Adicionalmente, se ha comprobado la capacidad antimicrobiana del extracto acuoso de la 
pulpa de Borojó sobre las bacterias patógenas humanas E. coli, Staphylococcus aureus, 
Salmonella spp. y L. monocytogenes (López et al. 2015; Sotelo et al. 2010). 
Adicionalmente, Chaves-lópez et al. 2018, demostraron la actividad bactericida del extracto 
acuoso sobre P. aeruginosa, S. aureus y Candida spp.; microorganismos de origen clínico 
y en el caso de P. aeruginosa, resistente a varios agentes antimicrobianos como: 
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betalactámicos, cloranfenicol, tetraciclina, macrólidos y rifampin (Rossolini & Mantengoli 
2005). Según Sotelo et al. 2010, la actividad antimicrobiana del fruto está relacionada con 
el pH del fruto (2.96), los ácidos orgánicos ejercen una reducción en el pH extracelular 
sobre los microorganismos, lo que aumenta la turgencia celular, y provoca un incremento 
de la presión mecánica sobre la pared de los microrganismos, que eventualmente hace 
colapsar la pared celular. 
1.4 Cultivo in vitro de células vegetales 
El cultivo in vitro de células vegetales ofrece grandes ventajas en la producción de 
metabolitos o compuestos de interés, en comparación con la obtención tradicional de los 
en los cultivos en campo. Se pueden establecer condiciones óptimas y contraladas para el 
crecimiento y desarrollo del cultivo, que favorezcan el rendimiento en la obtención del 
compuesto de interés, independientes de las condiciones climáticas. Adicionalmente, los 
costos de operación pueden disminuir, el aislamiento de los compuestos bioactivos es más 
rápido y eficiente que la extracción directa de la planta. Así, los cultivo in vitro, evitan poner 
en peligro las especies silvestres en sus hábitats originales, se requiere una cantidad baja 
de material vegetal (Lalaleo et al. 2016). 
 
Los cultivos in vitro se inician generalmente, a partir de porciones estériles de un explante 
que pueden provenir de diversos órganos de la planta tales como, tallo, hojas y raíces, o 
de tipos celulares más específicos, como el polen. Los cultivos in vitro de células vegetales 
pueden ser no diferenciados como los callos y las suspensiones, o diferenciados como las 
raíces y los tallos (Busto 2010). 
1.4.1 Cultivo de callos 
El callo es una masa de tejido parenquimático indiferenciado con crecimiento activo que 
se forma generalmente como respuesta a una lesión física en la planta. Morfológicamente, 
los callos son un cúmulo amorfo de células que crecen en un medio sólido. Una de las 
características importantes de callo, desde un punto de vista funcional, es su crecimiento 
irregular, el cual tiene el potencial para desarrollar raíces normales, brotes y embriones 
que forman plántulas. La formación de callo a partir de un explante depende principalmente 
de la composición de reguladores de crecimiento celular en el medio de cultivo; auxinas y 
citoquininas. Un balance adecuado de auxina y citoquinina promueve la inducción de 
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callos, mientras que una proporción alta de auxina o citoquinina induce la regeneración de 
raíces o brotes (Ikeuchi et al. 2013). 
Los callos pueden ser embriogénicos o no embriogénicos. Los embriogénicos se 
caracterizan por ser compactos y organizados; tienen la capacidad de desarrollar una 
nueva plántula vía embriogénesis somática, estos callos son utilizados para desarrollar 
plantas transgénicas y el estudio de la variación somaclonal. Por su parte, los callos no 
embriogénicos son aquellos que no generan plántulas, son friables, desorganizados, 
conformados por células de crecimiento rápido, de pared celular delgada e 
individualizadas. Debido a su morfología, los callos friables son fácilmente disgregables y 
por lo tanto adecuados para el establecimiento de suspensiones (Petersen & Alfermann 
2008). 
Generalmente, los cultivos de callos no son utilizados en la producción de compuestos a 
gran escala, debido principalmente a las limitaciones que se tienen al manipular el material 
vegetal en medio sólido. Sin embargo, son la principal fuente de material vegetal para el 
establecimiento de suspensiones celulares. Según Petersen & Alfermann (2008), las 
características fisiológicas como la producción de metabolitos secundarios es más estable 
en las células cultivadas en callo en comparación con la suspensión celular. Los callos son 
los que proveen el material para el establecimiento de nuevas suspensiones celulares 
cuando las células en suspensión han perdido la capacidad para producir determinado 
compuesto. 
1.4.2 Cultivo de células en suspensión 
Cuando un callo friable o porción del mismo se transfiere a un medio de cultivo líquido y 
se pone en agitación constante, los aglomerados se disgregan liberándose células 
independientes o pequeños agregados de ellas lo que da origen a las suspensiones 
celulares. Estas suspensiones se mantienen por subcultivos periódicos en medios de 
cultivo frescos (Busto 2010).  
En el cultivo en suspensión las células están de forma individuales distribuidas de forma 
homogénea en el medio de cultivo líquido, lo que facilita la transferencia de nutrientes y 
oxígeno hacia el citoplasma. Así, se proporciona un de cultivo uniforme, eliminando los 
gradientes de nutrientes que se presentan en los cultivos en medio sólido y garantizando 
la disponibilidad de nutrientes para todas las células. Adicionalmente, las condiciones 
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cultivo como pH, oxígeno disuelto y temperatura se hacen más fáciles de controlar en este 
tipo de cultivo (Orozco et al. 2002; Arias et al. 2009).  
A diferencia del cultivo en callos, los cultivos en suspensión son más utilizados para la 
producción de compuestos o metabolitos secundarios de interés a nivel comercial. Debido 
principalmente a la posibilidad de realizar procesos de escalado en biorreactores que 
permitan incrementar la productividad de determinado metabolito.  
1.5 Factores que afectan el crecimiento de los cultivos 
celulares 
1.5.1 Medio de cultivo  
La dilucidación de los requerimientos nutricionales de las células vegetales permitió el 
desarrollo de medios de cultivo de composición definida. Una de las estrategias que se ha 
utilizado para mejorar la producción de biomasa en los cultivos in vitro de células vegetales, 
es la optimización del medio de cultivo. Un medio de cultivo para células vegetales está 
constituido principalmente por una fuente de carbono, sales inorgánicas (macro y 
micronutrientes), vitaminas y fitohormonas (Orozco et al. 2002). Estos componentes son 
suficientes para garantizar el metabolismo de las células, que en condiciones de cultivo 
son generalmente heterótrofas.  
Dado que el metabolismo se ve afectado por la composición y concentración de los 
diferentes nutrientes, es posible inducir cambios en el crecimiento y en la producción de 
metabolitos. Es por esto que los medios de cultivo basales desarrollados para el cultivo in 
vitro de células vegetales tienen como finalidad suplir los requerimientos de macro y 
micronutrientes necesarios para el crecimiento y desarrollo celular. Según Gamborg 
(1976), el medio de cultivo es un factor determinante en el crecimiento celular. La 
concentración óptima y la proporción de sales minerales son críticos en el crecimiento y  
desarrollo de células de cultivos de células en suspensión (Ramachandra Rao & 
Ravishankar 2002). La composición de macro y microelementos en la mayoría de los 
medios estándar se ha desarrollado mediante la manipulación de una o más 
combinaciones de formulaciones existentes y la evaluación de los efectos sobre el 
crecimiento celular de ciertas especies de plantas.  
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Algunos de los medios más utilizados son el Murashige-Skoog (MS), Linsmaier- Skoog 
(LS), Gamborg (B5) y Schenk-Hildebrandt (SH) y White (Arias et al. 2009). Todos difieren 
ampliamente en su composición. Por ejemplo, el medio LS difiere de las otras 
formulaciones en sus altos niveles de nitrato, potasio y amoníaco. La fuente y 
concentración de nitrógeno tienen un impacto significativo en el crecimiento y producción 
de las células vegetales (Naill & Roberts 2005). El aumento de la cantidad de nitrato en el 
medio de los cultivos transgénicos de tabaco BY-2 multiplicó por 20 la acumulación de 
anticuerpos recombinantes (Holland et al. 2010).  
Existen muchos iones inorgánicos importantes para el metabolismo celular que son 
agregados al medio de cultivo en forma de sales y pueden afectar de manera diferente el 
crecimiento y la acumulación de metabolitos secundarios (Arias et al. 2009). Se han 
encontrado tres mecanismos por los cuales estos compuestos pueden estimular la 
producción, cuando se aumenta su concentración en el medio de cultivo, en primer lugar 
se puede favorecer el aumento en la concentración de biomasa o por el contrario si el 
micronutriente limita el crecimiento, se favorece la síntesis de metabolitos secundarios (Liu 
& Zhong. 1996); elicitando la síntesis del metabolito de interés mediante el incremento de 
la presión osmótica en el medio y/o incrementando la disponibilidad de cofactores 
enzimáticos cuando actúa como grupo prostético, observándose en los dos últimos casos, 
un incremento en el contenido intracelular del metabolito (Huang et al. 1995). 
1.5.2 Tipo de tapón para matraz agitado 
Los matraces Erlenmeyer son ampliamente utilizados en cultivos de microorganismos y 
células vegetales, para diversos estudios a escala y generación de inóculos. En estos 
cultivos, la disponibilidad de oxígeno es un factor crucial para el desarrollo metabólico de 
cada sistema. Los requerimientos de oxígeno de las células vegetales son menores en 
comparación con otros microorganismos. Las tasas específicas de consumo de oxígeno, 
son del orden de 10-6 g/g  por segundo en base seca (Orozco 2009). Sin embargo, la alta 
densidad celular y la alta viscosidad que se pueden alcanzar en el cultivo,  pueden reducir 
la eficiencia de la transferencia de masa de oxígeno (Andrews & Roberts 2017). En este 
sentido, la transferencia oxígeno en matraces agitados es un aspecto importante que 
puede limitar el crecimiento y metabolismo secundario del cultivo celular (Nikakhtari & 
Gordon A 2006; Orozco 2009). 
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Para cultivos de células vegetales en matraces agitados se han utilizado tapones de 
silicona, algodón, papel aluminio, polipropileno, entre otros  (Lee & Shuler 1991). El tipo de 
tapón utilizado en cultivos de células vegetales en matraces agitados puede afectar 
significativamente el intercambio gaseoso entre la atmosfera del cultivo y el exterior del 
matraz. De este modo, el tipo de tapón puede limitar la transferencia de oxigeno hacia el 
interior del matraz, al tiempo que  genera la acumulación de gases producidos en el 
metabolismo celular, tales como dióxido de carbono y etileno (Lee & Shuler 1991). Por 
ejemplo, células de Catharanthus rosues cultivadas en matraces tapados con espuma 
cubierta de Parafilm® y papel aluminio, tuvieron una acumulación de etileno y CO2, la 
producción de ajmalicina sólo se favoreció con papel aluminio (Lee & Shuler 1991). Caso 
contrario a lo que sucedió en las células de A. indica cultivadas en matraces con tapón de 
aluminio, su viabilidad y el metabolismo secundario redujeron significativamente (Orozco 
2009). 
1.5.3 pH del medio de cultivo 
En la mayoría de los casos el pH del medio de cultivo se ajusta entre 5.0 y 6.0 antes de la 
esterilización y generalmente no se controla durante todo el proceso (Andrews & Roberts 
2017). Las células vegetales pueden tolerar un amplio rango de pH, y los componentes de 
los medios de cultivo a menudo sirven como amortiguadores. Adicionalmente, la 
estabilidad de las proteínas y los metabolitos secretados depende en gran medida del pH, 
en este sentido, los valores de pH óptimos también deben determinarse para maximizar la 
recuperación del producto deseado (Andrews & Roberts 2017). Por ejemplo, mantener el 
pH entre 6,4 y 6,8 durante la fase de producción en los cultivos transgénicos de tabaco 
aumentó simultáneamente la estabilidad del producto proteico y redujo la actividad de la 
proteasa  (Huang et al. 1995). 
1.5.4 Temperatura 
La temperatura desarrolla un papel fundamental en el desarrollo del cultivo celular, debido 
a que es un factor fundamental en la estabilidad de las proteínas y la activación de la 
transcripción (Schlatmann et al. 1996). Para la inducción de callos y crecimiento de los 
cultivos in vitro, generalmente se utiliza un rango de temperatura de 23-29 ºC (Andrews & 
Roberts 2017). Sin embargo, cada especie de planta se puede favorecer a una temperatura 
diferente. Por ejemplo, la tasa de crecimiento celular de un cultivo de células en suspensión 
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de Catharanthus roseus fue máxima a los 35 °C, pero disminuyó rápidamente por encima 
de 35 °C y por debajo de 25 °C, en el caso de los metabolitos de interés de este cultivo, 
los rendimientos máximos de serpentina alcanzaron un pico entre 20 °C y 25 °C y cayeron 
bruscamente por encima y por debajo de estas temperaturas, mientras que la ajmalicina 
presentó un pico agudo de acumulación a 20 °C (Morris 1986). Ikeda et al. 1977, 
observaron un mayor rendimiento en la producción de ubiquinona en cultivos de células 
de tabaco a 32 ºC en comparación con 24 o 28 ºC.  
1.6 Cultivo in vitro de células vegetales para la 
producción de metabolitos secundarios 
Las plantas invierten una gran cantidad de energía en la síntesis de compuestos que no 
participan en procesos fotosintéticos, respiratorios, asimilación de nutrientes o síntesis de 
proteínas, carbohidratos y lípidos, dichos compuestos son denominados metabolitos 
secundarios  (Ávalos & Elena 2009). Los metabolitos secundarios son un grupo diverso de 
compuestos orgánicos que producen las plantas para establecer un mecanismo de 
defensa y facilitar la interacción con el ambiente biótico y abiótico (Wink 1988). 
 
Los metabolitos secundarios se clasifican según su origen biosintético como terpenos, 
flavonoides y alcaloides. En los últimos años, se ha prestado especial interés en los 
metabolitos secundarios de origen vegetal, debido principalmente a las múltiples 
aplicaciones en la industria farmacéutica, alimentos, agrícola y química. En la La 
producción de metabolitos secundarios en cultivos o plantaciones tradicionales se 
enfrenta con varias dificultades; los bajos rendimientos y fluctuaciones en la concentración 
debido a variaciones geográficas, estacionales y ambientales. Por tal motivo, el cultivo de 
células vegetales surge como una alternativa para la producción de metabolitos 
secundarios (Ramachandra Rao & Ravishankar 2002). En los cultivos in vitro, la 
producción de metabolitos de interés es independiente de factores externos, como 
disponibilidad de tierra, clima y condiciones geopolíticos; además es posible controlar las 
variables de cultivo,  con el finde incrementar el rendimiento y calidad del proceso (Arias 
et al. 2009).  
 
Tabla 1.1  se presentan algunos compuestos con potencial a nivel comercial. 
Marco teórico 15 
 
 
La producción de metabolitos secundarios en cultivos o plantaciones tradicionales se 
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Tabla 1.1 Metabolitos secundarios de origen vegetal con potencial a nivel comercial. 
Adaptado de Orozco (2002). 
 
Producto Aplicación Especie 
Drogas/Químicos 
 
Antraquinonas Laxante Morinda citrifolia 
Ajmalicina Tranquilizante Catharantus roseus 
Taxol Anticancer Taxus brevifolia 
Tebaína Codeína Nicotinaa tabacum 
Ubiquinona-10 Droga cardiaca Catharantus roseus 
Saborizantes/Fragancias 
 
Vainilla Saborizante Vainilla planifolia 
Cocoa Saborizante Theobroma cacao 
Aceite de rosa Fragancia Rosa damascena 
Mentol Fragancia Mentha piperita 
Jasmín Fragancia Jasmin grandiflorum 
Colorantes/Pigmentos/Edulcorante 
Antioianina Colorante Vitis vinifera 
Azafrán Colorante Crocus sativus 
Acido románico Antioxidante Coleus blumei 
Esteviósido Edulcorante Stevia rebaudiana 
 
 
La implementación de cultivos celulares de especies vegetales requiere de la integración 
de un conjunto de parámetros y variables. Estos incluyen desde características propias de 
las células a cultivar hasta las técnicas aplicadas en la obtención de los metabolitos 
secundarios, pasando por las condiciones y composiciones óptimas de los cultivos y las 
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variables físicas que pueden afectar su adecuado desarrollo y, finalmente, su productividad 
(Verpoorte et al. 1999). 
 
El principal objetivo en el cultivo in vitro de células vegetales es la producción 
biotecnológica a escala industrial o comercial de metabolitos de interés (. 
 
Tabla 1.2). Sin embargo, para alcanzar tal fin, se requiere la optimización del sistema. 
Según Cusido (2014); de manera empírica, se puede mejorar la producción de biomasa, 
productividad del sistema y liberación del compuesto de interés al medio de cultivo, 
mediante la selección de líneas celulares altamente productivas, variación de la 
composición del medio y condiciones del cultivo, adición de inductores y precursores, el 
diseño del biorreactor y el mejoramiento de los procesos de extracción y purificación del 
producto. 
 
Tabla 1.2 Compuestos bioactivos de origen vegetal producidos biotecnológicamente a 
nivel comercial. Adaptado de Sharma et al. (2014). 
Sistema vegetal Compuesto Fabricante 
Catharanthus roseus Arbutina Mitsui Chemicals Inc (Japón)  
Coptis japónica Berberinas Mitsui Chemicals Inc. (Japón)  





Panaz ginseng  Ginsenosidos  Nitto Denko Corporation (Japón) 
Taxus spp Paclitaxel Phyton Biotech. Inc. (USA/Alemania) y 
Genexol® -Samyang (Corea) 
Podophyllum Podofilotoxina  Nippon oil (Japon) 
Coleus blumei  Ácido earínico A. Natterman & Cie. GmbH (Alemania) 
Duboisia spp. Escopolamina Sumitomo Chemical Co. Ltd. (Japón) 
Lythospermom 
erythorhzon 
Shikonina Mitsui Chemicals Inc (Japón)  
1.7 Compuestos de origen vegetal con actividad 
anticancerosa 
 
Según el Instituto Nacional del Cáncer de Estados Unidos (NCI, por sus siglas en inglés), 
el cáncer, es el nombre que se da a un conjunto de enfermedades relacionadas. En todos 
los tipos de cáncer, algunas de las células del cuerpo empiezan a dividirse sin detenerse 
y se diseminan a los tejidos circundantes. Normalmente, las células humanas crecen y se 
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dividen para formar nuevas células a medida que el cuerpo las necesita. Cuando las 
células normales envejecen o se dañan, mueren y células nuevas las remplazan. Sin 
embargo, en el cáncer, este proceso ordenado se descontrola. A medida que las células 
se hacen más y más anormales, las células viejas o dañadas sobreviven cuando deberían 
morir, y células nuevas se forman cuando no son necesarias. Estas células adicionales 
pueden dividirse sin interrupción y formar masas llamadas tumores. Las células se 
transforman en células cancerosas debido a cambios en su ADN (ácido 
desoxirribonucleico). En una célula normal, cuando el ADN se daña la célula repara el daño 
o muere. En las células cancerosas, el ADN dañado no es reparado y tampoco se presenta 
muerte celular. Por el contrario, la célula cancerosa continúa su división, generando células 
hijas con el mismo ADN defectuoso. 
Después de las enfermedades cardiovasculares, el cáncer es la segunda causa de muerte 
en el mundo. En 2012, la Sociedad Americana del Cáncer reportó 8.2 millones de muertes 
por cáncer y un estimado de 14.1 millones de casos reportados. Según la Agencia para la 
Investigación y Calidad de la Salud (AHRQ, por sus siglas en inglés), en 2011, el 
tratamiento del cáncer en Estados Unidos costó 88.700 millones de dólares, con un total 
11% para medicamentos recetados (American Cancer Society 2015). En este sentido, 
existe una necesidad urgente de nuevos fármacos, que sean más eficaces y reduzcan el 
costo de los tratamientos del cáncer. 
Las plantas son una fuente significativa de compuestos anticancerosos, actualmente más 
del 60% del de los fármacos quimioterapéuticos se derivan directa o indirectamente  de 
fuentes naturales (Newman et al. 2007). En la actualidad, los compuestos 
quimioterapéuticos más reconocidos son los taxanos y los derivados de la camptotecina, 
otros compuestos de origen vegetal, todavía se encuentran en estudios preclínicos y 
clínicos (Lalaleo et al. 2016). 
Varios compuestos utilizados para el tratamiento de cáncer provenientes de plantas, están 
actualmente en uso clínico, incluyendo taxol, vinblastina, vincristina, derivados de 
camptotecina, irinotecan y topotecan (Rahman & Khan 2013). Adicionalmente, se han 
desarrollado fármacos que actúan de forma diferenciada entre células normales y 
cancerosas con base en productos vegetales. Específicamente, fármacos derivados de 
tapsigargina, artemisina, y partenólido; los cuales, están en ensayos clínicos para el 
tratamiento contra el cáncer (Ghantous et al. 2010).  
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Las terapias dirigidas, que interfieren con objetivos moleculares específicos implicados en 
el crecimiento, la progresión y la extensión del cáncer, se pueden agrupar dependiendo de 
la forma o el lugar de la célula donde actúan (¡Error! No se encuentra el origen de la 
referencia.). Por ejemplo, los inhibidores de transducción de señales inhiben las proteínas 
señalizadoras que actúan en crecimiento de las células cancerosas. Los inhibidores de la 
angiogénesis previenen el desarrollo de nuevos vasos sanguíneos, por lo tanto, limitan el 
tamaño del tumor. Los fármacos que inducen la apoptosis, modifican las proteínas dentro 
de las células cancerosas y causan su muerte (Lalaleo et al. 2016). Los nuevos fármacos 
anticancerosos de origen vegetal, pueden interferir con múltiples vías de señalización 
implicadas en la enfermedad, tales como la alteración del ciclo celular, evasión de 
apoptosis, angiogénesis y metástasis (Rahman & Khan 2013).  
Por otro lado, estudios epidemiológicos han revelado los efectos beneficiosos de las 
plantas en la prevención del cáncer. Las plantas contienen un gran número de fitoquímicos 
con propiedades antioxidantes, como flavonoides, catequinas y lignanos. Aunque no hay 
evidencias claras de efecto de los antioxidantes sobre células cancerosas, lo pacientes 
que desarrollan esta enfermedad, presentan niveles bajos de antioxidantes, incluso 
después de iniciar la quimioterapia (Rahman & Khan 2013).  Según Ladas (2004); una 
dieta rica en antioxidantes puede ayudar a prevenir el cáncer, como también a mejorar los 
beneficios de los compuestos anticancerosos. 
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Figura 1.1 Funciones de los metabolitos de origen vegetal en el tratamiento y prevención del cáncer. 
Adaptado de Lalaleo (2016). 
Aunque existe una amplia gama de productos naturales de origen vegetal con actividad 
antiproliferativa, sólo unos pocos fármacos están incluidos como agentes antineoplásicos 
en el Sistema de Clasificación Anatómica, Terapéutica, Química (ATC, por sus siglas en 
inglés). Estos son los alcaloides de la vinca y sus derivados, los derivados de la 
podofilotoxina, el paclitaxel y sus derivados, que se incluyen en la sección de alcaloides 
de plantas y otros productos naturales, así como los derivados de camptotecina, incluido 
en la sección de otros agentes antineoplásicos (Lalaleo et al. 2016). La disponibilidad y la 
concentración de estos compuestos en la naturaleza es baja; a esto se suma las complejas 
estructuras químicas que presentan, haciendo que se conviertan en compuestos de alto 
valor económico. En este sentido, se ha generado un gran interés por encontrar nuevos 
procesos para satisfacer la demanda y si es posible disminuir su costo. 
Se han establecido cultivos de callos, células en suspensión y raíces peludas de 
Catharanthus roseus para la producción vincristina y viblastina  (Aslam et al. 2010). 
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Aunque se han probado estrategias de cultivo como elicitación biótica y abiótica del 
cultivo in vitro, llegando incluso a obtener mayor rendimiento que lo reportado en la 
planta, las concentraciones alcanzadas de dichos compuestos no son lo suficientemente 
altas para su producción a escala comercial. Caso contrario, sucede con la producción de 
paclitaxel en cultivos de Taxus spp, donde utilizando técnicas de inmovilización celular la 
producción del compuesto activo incremento significativamente, lo que ha permitido que 
empresas como Bristol-Myers Squibb y Phyton (. 
 
Tabla 1.2), desarrollen un sistema de cultivo de células vegetales en biorreactor con 
capacidad de hasta 75.000 litros para la producción de taxol (Bentebibel et al. 2005). 













Tabla 1.1.3 Cultivos in vitro de células para la producción de compuestos con actividad 
anticancerosa. 
Compuesto Modelo Especie Referencia 
Camptotecina 
Cáncer gastrointestinal 
Línea celular de leucemia 





(Sakato & Misawa 
1974) 
(van Hengel et al. 
1992) 
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1.8 Cultivo in vitro de B. patinoi 
Martínez 2005, establecieron el primer cultivo in vitro de B. patinoi. Para la obtención de 
callos inicialmente obtuvieron plántulas a partir de semillas y posteriormente inocularon 
porciones de hojas de las plántulas germinadas in vitro. En la Tabla 1.1.4 Cultivos in vitro 
desarrollados para B. patinoi.se muestra un resumen de los trabajos que a la fecha 
reportan el cultivo in vitro de B. patinoi. 
Caballero & Cardona 2006, establecieron suspensiones celulares de B. patinoi, reportaron 
que no hay diferencia significativa en el cecimiento celular en condiciones de luz continua 












Condiciones de cultivo Referencia 
Semillas Plántulas 
MS suplementado con 20 g/L de 
sacarosa y 2 g/L de Phytagel. pH 5.7, 
25°C y luz continua.   
(Martínez 2005) 
Homoharringtonine 
Leucemia mieloide aguda 
Cáncer de pulmón 
Cephalotaxus 
harringonia 
(Misawa et al. 1983) 
(Misawa et al. 1985) 
Podophyllotoxin 







(Heyenga et al. 1990) 
Vincristina y 
viblastina 





(Aslam et al. 2010) 
(Smith et al. 1987) 
Paclitaxel 
Cáncer de mama, ovario, 
pulmón, vejiga, próstata, 
melanoma, esófago, entre 
otros 
Taxus spp. 
(Fett-Neto et al. 1992) 
(Malik et al. 2011) 
(Bentebibel et al. 2005) 
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MS suplementado con 40 g/L de 
sacarosa, 1 mg/L de 2-4 D y 2 g/L de 





MS suplementado con 30 g/L de 
sacarosa, 1 mg/L de 2-4 D y 100 mg/L 
de ampicilina. pH 5.8, luz continua Y 
160 rpm. 
(Caballero & Cardona 
2006) 
Semillas Plántulas 
MS suplementado con 20 g/L de 
sacarosa, 7 g/L de agar-agar. pH 5.8 




MS suplementado con 40 g/L de 
sacarosa, 1 g/L caseína hidrolizada, 
0.3 mg/L de BAP, 0.1 mg/L de 2,4-D y 





1.9 Evaluación de la actividad citotóxica y genotóxica 
La citotoxicidad celular se define como una alteración de las funciones celulares básicas 
que conlleva a que se produzca un daño celular (Repetto 2002). Por su parte, la 
genotoxicidad la capacidad de un agente de ocasionar daño en el material genético; el 
daño inducido en el “material genético” incluye no sólo al ADN, sino también a todos 
aquellos componentes celulares que se encuentran relacionados con la funcionalidad y 
comportamiento de los cromosomas dentro de la célula (Cadena et al. 2012). 
Los ensayos que determinan la integridad de la membrana celular y del citoesqueleto, el 
metabolismo celular, síntesis y degradación de moléculas, la liberación de constituyentes 
o productos celulares, la regulación iónica y la división celular, se utilizan como medidas 
de evaluación de la viabilidad e integridad celular (Repetto 2002). 
1.9.1 Ensayo MTT 
Es un método que se utiliza para determinar la viabilidad celular, es determinada mediante 
formación de un compuesto coloreado, debido a una reacción que tiene lugar en las 
mitocondrias de las células viables. El MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5- 
difeniltetrazólico), es captado por las células y reducido por el enzima succinato 
deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble formazan. El formazan queda retenido 
en las células y es liberado mediante la solubilización de las mismas. La cantidad de MTT 
reducido es cuantificada mediante un método colorimétrico debido a que como 
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consecuencia de la reacción se produce un cambio de coloración de amarillo a azul 
(Mosmann 1983). 
La capacidad de las células para reducir al MTT es un indicador de la integridad de las 
mitocondrias e indirectamente está relacionado con la viabilidad celular(Mosmann 1983). 
La determinación de la capacidad de las células de reducir al MTT a formazan después de 
su exposición a un compuesto permite obtener información acerca de la toxicidad del 
compuesto que se evalúa (Mosmann 1983). El período de exposición de la sustancia de 
ensayo varia puede ser durante períodos cortos (1-2 h de tratamiento), o largos de 24 ó 72 
horas. 
1.9.2 Ensayo cometa 
Este ensayo permite evaluar el daño a nivel de cadena sencilla y doble del ADN que 
ocasiona un determinado compuesto. Luego de eliminar proteínas, péptidos y 
carbohidratos de las células tratadas, Las células evaluadas son embebidas en agarosa 
en una lámina portaobjetos, lisadas con detergente, tratadas con sales y sometidas a 
electroforesis. El ADN con quiebres se extiende hacia el ánodo, formando la “cola” del 
cometa mientras que el ADN intacto se mantiene en la “cabeza”, los cuales se hacen 
visibles en un microscopio de fluorescencia después de tinción del ADN con un fluorocromo 
(Hartmann et al. 2003). 
1.9.3 Actividad hemolítica 
Un compuesto activo con potencial para desarrollar un fármaco, debe atravesar la 
membrana celular e interactuar con la hemoglobina intracelular, evitando que en este 
proceso se afecten estructural y funcionalmente las proteínas o los glóbulos rojos (Torres-
Domínguez et al. 2005). Los eritrocitos se utilizan en estudios de toxicidad de numerosos 
compuestos xenobióticos, por ejemplo en medicamentos contra el cáncer (Marczak & 
Jóźwiak 2008). 
 
La hemólisis es un término usado para indicar la ruptura de membrana de los eritrocitos, 
generando liberación de hemoglobina en el plasma. Existen varias causas de hemólisis, 
entre las cuales se encuentran anormalidades inmunológicas, reacciones antígeno-
anticuerpo, lesión mecánica, ciertas infecciones, trastornos de la membrana celular 
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hereditarios y adquiridos, y agentes quimioterapéuticos (Maier-Redelsperger et al. 
2010). La hemólisis resulta en anemia y es el inconveniente más significativo para los 
compuestos quimioterapéuticos. La mayoría de los compuestos bioactivos 
quimioterapéuticos que son prescritos (e.g. carboplatino, cisplatino y nonplatinum) para 
tratar diferentes tipos de cáncer, tienen efectos secundarios que causan mielosupresión, 
causando finalmente anemia hemolítica grave. La mielosupresión es la situación en la que 
la medula ósea disminuye la capacidad para producir células sanguíneas (Pierce & Nester 
2011).  
1.9.4 Modelos celulares para la evaluación de citotoxicidad y 
genotoxicidad. 
Las células individuales pueden ser aisladas directamente del tejido y disgregadas por 
medios enzimáticos o mecánicos para realizar cultivos in vitro o pueden ser derivadas de 
una línea celular que ha sido establecida (Freshney 2005). Las líneas celulares son 
establecidas a partir de cualquier tipo de tejido, ya sea tumoral o no tumoral, una de las 
aplicaciones que tienen el estudio de las líneas celulares de mamífero es su uso como 
modelos en la caracterización el comportamiento de células tumorales in vitro y la 
evaluación de drogas o herramientas genéticas para combatir la agresividad tumoral.   
 
Al establecer un cultivo celular se seleccionan que sean capaces de superar el proceso de 
disgregación, de adherirse al sustrato y de proliferar (bien en forma de monocapa, bien en 
suspensión). El crecimiento en monocapa significa que las células se adherirán al sustrato 
y en esa forma inician la proliferación. En contraste, el crecimiento en suspensión es propio 
de aquellas células capaces de proliferar sin necesidad de adherirse al sustrato (Freshney 
2005). 
 
Según Damiano et al. (1999); para establecer las diferencias de la actividad citotóxica 
causada por un potencial compuesto activo en células cancerosas o no cancerosas, es 
importante tener en cuenta la naturaleza de la línea celular, es decir, si crece en monocapa 
o suspensión. En este trabajo se utilizaron las líneas celulares CHO, Jurkat y MCF7 
(aunque en un principio MCF7 no estaba contemplada dentro de los objetivos, dada la 
naturaleza adherente y tumoral de la línea celular, los resultados podrían ser compararon 
directamente con la línea celular CHO adherente y no tumoral).  
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La línea celular CHO se deriva originalmente del ovario del hámster chino, se ha convertido 
en una fuente básica de células debido a su crecimiento como células adherentes. Son un 
modelo celular de mamíferos comúnmente usado en biología, investigación médica y 
farmacéutica. Además, se utilizan frecuentemente con fines comerciales para fabricar 
proteínas recombinantes terapéuticas (Wurm & Hacker 2011). 
 
Las células Jurkat son una línea inmortalizada, establecida a partir de la sangre periférica 
de un niño de 14 años con leucemia linfoblástica aguda. Morfológicamente son células 
redondas que crecen solas o en grupos en suspensión. Las células de Jurkat se utilizan 
para estudiar la señalización de las células T y la expresión de varios receptores de 
quimiocinas susceptibles a la entrada del virus, particularmente el VIH. También se utilizan 
ampliamente para el cribado de la capacidad anticancerosa y el mecanismo de los 
fármacos (Ulrich et al. 1977). 
 
La línea celular MCF-7 es epitelial, adherente, obtenida de metástasis derivada de 
adenocarcinoma mamario de una mujer caucásica de 69 años, p53 no está mutada en 
esta línea celular (Lee et al. 2015). es la línea celular de cáncer de mama humano más 
estudiada en el mundo, y los resultados de esta línea celular han tenido un impacto 






Una de las líneas de investigación desarrolladas en los grupos de investigación de 
Biotecnología Vegetal y Biotecnología Industrial de la Universidad Nacional de Colombia 
sede Medellín, es la producción de metabolitos secundarios a partir de células vegetales 
en suspensión, con fines medicinales, alimenticios y agrícolas (e.g. insecticidas, 
antioxidantes). En particular, para Borojoa patinoi se cuenta con cultivos de células, callos 
y suspensiones a escala de matraz-Erlenmeyer, en las cuales se ha detectado 
cualitativamente la presencia de sesquiterpenlactonas, metabolitos secundarios de interés 
médico. Ensayos preliminares realizados con extractos crudos de células de B. patinoi, 
indican actividad citotóxica sobre la línea celular cancerosa Jurkat (leucemia linfoide 
amguda).  Sin embargo, no se han realizados evaluaciones rigurosas que permitan 
establecer el efecto citotóxico en células cancerosas que generan los metabolitos 
producidos por B. patinoi. Adicionalmente, no se tiene un con la evaluaciación citotóxica 
en células no cancerosas que permita la comparación directa de su actividad biológica. 
 
Por otro lado, al controlar variables que afectan el crecimiento celular y la producción de 
metabolitos, en principio, es posible obtener productividades superiores o comparables a 
las obtenidas con plantas en campo (Orozco et al. 2002). biorreactores. El medio de cultivo 
y el tipo de tapón en matraz agitado, han sido reportados como condiciones determinantes 
en el crecimiento de las células en suspensión. En este sentido, se evaluó el crecimiento 
de células en suspensión de borojó en medios de cultivo con un contenido relativamente 
alto de sales (MS), un medio considerado con una baja concentración de sal (White) y en 
medio B5. De forma similar se evaluaron tapones que confirieran diferente capacidad de 









Evaluar la actividad citotóxica y genotóxica de extractos crudos de células en suspensión 





1. Evaluar la producción de biomasa de células en suspensión de B. patinoi en tres 
diferentes medios de cultivo basales. Murashige y Skoog (MS), White y Gamborg 
(B5).  
2. Evaluar el crecimiento celular de B. patinoi utilizando diferentes sistemas de 
intercambio gaseoso como condiciones de operación a nivel de matraz Erlenmeyer 
(espuma porosa, algodón y papel aluminio).  
3. Evaluar la actividad citotóxica de extractos crudos de células en suspensión de B. 
patinoi sobre líneas celulares transformadas y no transformadas (Jurkat y CHO-
K1). 
4. Evaluar la actividad genotóxica de extractos crudos de células en suspensión de B. 





2  Materiales y métodos 
2.1 Establecimiento de suspensiones B. patinoi 
Para el establecimiento de las suspensiones celulares de B. patinoi se utilizaron callos 
donados por el laboratorio de Biotecnología Vegetal de la Universidad Nacional de 
Colombia sede Medellín. 
Se utilizó el medio de cultivo empleado por (Mosquera 2008, comunicación personal), 
Murashige y Skoog (MS) (Murashige & Skoog 1962), suplementado con 40 g/L de 
sacarosa, 1 g/L caseína hidrolizada, 0.3 mg/L de BAP y 0.1 mg/L de 2,4-D. Antes de 
esterilizar, el pH del medio de cultivo se ajustó a 6.3 con NaOH 0.3 M. Los medios se 
esterilizaron en autoclave a 121 °C y presión de 20 psi durante 20 minutos. 
 
En condiciones asépticas, los callos se maceraron y posteriormente se depositaron en 100 
mL de medio de cultivo líquido contenido en matraces de 500 mL con tapón de algodón. 
Las suspensiones celulares se colocaron en oscuridad a temperatura ambiente y bajo 
agitación continua a 120 rpm. Cada 12 días se realizó el subcultivo de las suspensiones 
con medio de cultivo fresco (en cinéticas evaluadas previamente se evidenció que en el 
día 12 las suspensiones celulares comenzaron a mostrar síntomas de oxidación) 
2.2 Evaluación de diferentes medios de cultivo basal en 
el crecimiento celular 
 
La cinética de producción de biomasa se evaluó en tres medios de cultivo basales, 
(Murashige & Skoog, 1962), B5 (Gamborg et al. 1976) y White (W) (White 1951) (Tabla 
2.1). En todos los casos se conservó la concentración de sacarosa (40 g/L), caseína 
hidrolizada (1 g/L), reguladores de crecimiento, BAP (0.3 mg/L) y 2,4-D (0.1 mg/L). Antes 
de esterilizar, el pH de los medios de cultivo se ajustó a 6.3.  
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Tabla 2.1 Composición medios de cultivo bales evaluados. MS, B5 y White 
Medio de cultivo MS B5 White 
Macronutrientes (mg/L) 
NH4NO3 1650   
KNO3 1900 2500  
CaCl2 7H2O 1500 150  
MgSO4.  7H2O 370 250 720 
KH2PO4 170   
(NH4)2SO4  134  
NaH2PO4 H2O  150 16.5 
KCl   650 
Ca(NO3)2 4H2O   300 
Na2SO4   200 
Micronutrientes (mg/L) 
KI 0.75 0.75 0.75 
H3BO4 6.2 3.0 1.5 
MnSO4. 4H2O 21.76  7.0 
MnSO4. H2O  10.0  
ZnSO4. 7H2O 8.60 2.0 3.0 
Na2MoO4. 2H2O 0.25 0.25  
CuSO4. 5H2O 0.025 0.025  
CoCl2. 6H2O 0.025 0.025  
Na2 EDTA 37.3 37.3  
FeSO4 7H2O 27.8 27.8  
Fe(SO4)3   2.5 
Vitaminas (mg/L) 
Myo-Inositol 100 100  
Glicina 2.0  3.0 
Ácido Nicotídico 0.5 1.0 0.5 
Piridoxina 0.5 1.0 0.1 
Tiamina 0.1 10 0.1 
Cisteína   1.0 
Ácido Pantoténico   1.0 
 
Partiendo del mismo inóculo, se realizó una cinética de crecimiento celular para cada 
medio de cultivo. Las suspensiones celulares con las que se formó el inóculo se adaptaron 
previamente durante un mes a cada uno se los medios de cultivo a evaluar.  
Se inocularon matraces de 100 ml con tapón de algodón que contenían 15 ml de medio 
fresco con 5 ml de suspensión celular, el volumen final de operación fue de 20 mL. Las 
suspensiones permanecieron en oscuridad a temperatura promedio de 26 ± 2 °C y en 
agitación continua en un agitador orbital a 120 rpm. Para cada cinética se realizaron tres 
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réplicas de manera independiente. Cada tres días durante 24 días se midió por triplicado 
la viabilidad celular, concentración de biomasa y pH. 
La concentración celular se determinó mediante la estimación del peso seco. En un 
sistema de filtración tipo Buchner y con el objeto de separar la biomasa del medio de 
cultivo, se filtraron al vacío 5.0 ml de la suspensión celular. Posteriormente, la biomasa se 
llevó a un horno de secado a 60 °C durante 24 horas. Por último, la biomasa seca se pesó, 


































    Ecuación 2.1 
Donde 
La viabilidad celular se determinó evaluando la integridad de la membrana celular mediante 
la prueba de exclusión del colorante azul de Evans (Gaff & Okong O-ogola 1971). Las 
células no viables captan el colorante (teñidas), mientras que las células viables son 
excluidas por el colorante y no son teñidas. Se adicionó 20 µl de reactivo azul de Evans 
(0,25 % w/v) a 20 µl de la suspensión celular, posteriormente se incubó a temperatura 
ambiente durante un minuto. Por último, se realizó una observación al microscopio y se 























𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠 + 𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑛𝑜 𝑣𝑖𝑎𝑏𝑙𝑒𝑠
∗ 100    Ecuación 2.2 
   
Se utilizó un diseño experimental de bloques completos al azar, donde las variables 
respuesta fueron la velocidad específica de crecimiento y el índice de crecimiento. 
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2.3 Evaluación de diferentes tipos de tapón en matraz 
Erlenmeyer en el crecimiento celular  
 
Para evaluar el efecto del tipo de tapón en el crecimiento celular de B. patinoi se inocularon 
matraces de 100 ml con un volumen total de operación de 20 ml de medio de cultivo MS, 
suplementado con 40 g/L de sacarosa, 1 g/L caseína hidrolizada, 0.3 mg/L de BAP y 0.1 
mg/L 2,4-D. Las suspensiones permanecieron en oscuridad a 26 ± 2 °C y en agitación 
continua a 120 rpm.  
Se utilizaron tapones de algodón (3.3 g), espuma de poliuretano y aluminio, con los cuales 
se realizaron tres cinéticas independientes partiendo del mismo inóculo inicial. Los 
matraces con tapón de aluminio se sellaron fuertemente para evitar un intercambio 
gaseoso. Cada cuatro días se determinó la viabilidad celular, concentración de biomasa y 
pH durante 20 días. 
La concentración y viabilidad celular se determinó mediante la determinación de peso seco 
y la tinción con azul de Evans. Los mismos métodos utilizados para la evaluación de 
diferentes medios de cultivo.  
Se utilizó un diseño experimental de bloques completos al azar, donde las variables 
respuesta fueron la velocidad específica de crecimiento y el tiempo de duplicación. 
2.3.1 Evaluación de evaporación del medio de cultivo 
Dado las diferencias que ostentan los tres tipos de tapón en el intercambio de gases hacia 
y desde el interior del matraz, se determinó el porcentaje de evaporación para cada tipo 




) ∗ 100    (2.3)  
 
                  %𝐸𝑣𝑎𝑝𝑜𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 = (
𝑉0−𝑉𝑓
𝑉0
) ∗ 100    (2.3) 
 
Donde 𝑉0 es el volumen inicial de medio de cultivo (20 mL) 
𝑉𝑓, volumen final de medio de cultivo 
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El 𝑉𝑓 se determinó después de separar la totalidad del medio de cultivo y la biomasa 
mediante un proceso de filtración. 
2.4 Obtención de extractos 
 
Debido a la poca información que se tiene de las propiedades bioactivas o contenido de 
metabolitos secundarios específicos del borojó, se realizó un cribado de solventes que 
cubrieran un amplio rango de polaridad, de modo que los compuestos o metabolitos con 
actividad biológica presentes en las células, puedan ser extraídos diferencialmente. 
Para obtener los extractos, se utilizaron suspensiones celulares en fase exponencial (12 
días), cultivadas en medio MS, tapón de algodón y oscuridad. Después de filtrar las 
suspensiones al vacío y separar las células del medio de cultivo, la biomasa se liofilizó y 
maceró finamente.    
En un extractor Soxhlet (Tecnivilab 100 mL) realizaron extracciones independientes con 
solventes orgánicos de diferente polaridad: metanol, etanol, acetona, acetato de etilo, 
diclorometano, cloroformo y hexano.  Se utilizaron 3.0 g de biomasa por 100 mL de 
solvente y un total de 4 ciclos en el extractor. Posteriormente, los extractos se concentraron 
al vacío y hasta sequedad en un evaporador rotatorio (RV10 IKA). Los solventes de 
extracción fueron evaporados en su totalidad. Por último, los extractos fueron disueltos en 
dimetilsulfóxido 99.5% a una concentración de 5.0 g/mL y almacenados protegidos de la 
luz a -20°C hasta su uso. 
El porcentaje de recuperación de cada extracto se determinó con el peso del extracto seco 
y la cantidad de biomasa utilizada (3.0 g), mediante la ecuación  
 
% 𝑟𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =  
𝑐𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 (𝑔)
𝑐𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 (𝑔) 
∗ 100                         Ecuación 2.2.4 
 
% 𝑟𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =  
𝑐𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 𝑠𝑒𝑐𝑜 (𝑔)
𝑐𝑎𝑛𝑡𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 (𝑔) 
∗ 100                         Ecuación 2.2.4 
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2.5 Mantenimiento y cultivo de líneas celulares (Jurkat, 
MCF7 Y CHO-K1) 
 
Para evaluar la actividad biológica de los extractos crudos de células en suspensión de B. 
patinoi, se utilizaron tres líneas celulares CHO-K1, Jurkat y MCF-7. La línea celular CHO-
K1, línea adherente, derivada de fibroblastos de ovario de hámster chino. Jurkat, línea 
inmortal transformada con crecimiento en suspensión, proveniente de linfocitos T 
leucémicos humanos. MCF-7, línea celular adherente derivada de adenocarcinoma de 
mama.  
Las células se cultivaron en frascos T con medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) 
suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB) (Eurobio) y 100 µg/mL de estreptomicina 
(Sigma-Aldrich) a 37°C y una atmósfera húmeda de CO2 (5 %).      
Para el mantenimiento de las líneas celulares CHO y MCF7, se realizó un subcultivo cada 
3 días. El medio de cultivo agotado fue retirado, y las células adheridas al frasco T se 
lavaron con medio RPMI para retirar impurezas y se adicionó 1 mL de tripsina EDTA 
(Gibco) 1x durante 1 minuto. Inmediatamente después se inactivó la tripsina adicionando 
2 mL de medio RPMI suplementado con 5% de SFB. A continuación, la suspensión celular 
se centrifugó a 1000 rpm durante 5 minutos; el sobrenadante fue descartado hasta obtener 
un volumen final de 1 mL. Por último, el pellet de células se resuspendió y se sembró en 
una dilución 1:50 en frascos de cultivo nuevos con el medio de cultivo descrito 
anteriormente. La viabilidad celular se evaluó periódicamente con el colorante de exclusión 
azul de Tripano 0.4%. 
Para la línea celular Jurkat se siguió la misma metodología, pero sin la adición de tripsina, 
esto debido a que a diferencia de las células CHO y MCF7, su crecimiento es en 
suspensión. 
 
2.6 Evaluación de la actividad citotóxica.  
Se utilizaron las líneas celulares de CHO, Jurkat y MCF7. A pesar de que la evaluación 
citotóxica de los extractos sobre la línea celular MCF7 (línea celular adherente y 
cancerosa) no está contemplada dentro los objetivos del trabajo, se decidió evaluarla para 
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tener un punto de comparación directo con una línea celular adherente y no cancerosa 
como las células CHO. Otra evaluación adicional que se realizó con los extractos de B. 
partinoi fue la actividad citotóxica sobre eritrocitos humanos, un test que es utilizado para 
determinar si determinado compuesto causa daño a células humanas normales. 
 
2.6.1 Determinación de la actividad citotóxica con el ensayo de 
MTT 
Para evaluar de citotoxicidad de los extractos, se determinó la viabilidad celular mediante 
el ensayo MTT, se utilizaron cultivos con una confluencia y viabilidad celular superior a 80 
y 95%, respectivamente. Se usaron platos de cultivo de 96 pozos, en cada pozo se 
adicionaron 90 µL de suspensión celular en medio RPMI 1640 suplementado con 5% de 
SFB con aproximadamente 5000 células viables para las líneas celulares CHO y MCF7; y 
8000 células viables para Jurkat. Los platos se dejaron en incubación a 37 °C y una 
atmósfera húmeda de CO2 al 5% durante 24 horas.   
Después de este tiempo, se adicionó en cada pozo 10 µL del extracto a evaluar a 
concentraciones de 100, 500, 1000 y 1500 µg/mL, diluidos en buffer fosfato salino (PBS), 
de tal forma que la concentración final de extracto en pozo fuera de 10, 50, 100 y 150 
µg/mL. Posteriormente, los platos se dejaron nuevamente en incubación a 37 °C y una 
atmósfera húmeda de CO2 a 5% durante 24 horas. Las evaluaciones para cada línea 
celular fueron realizadas independientemente. 
Para determinar la viabilidad celular con MTT (bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2-5-
difeniltetrazol), se siguió la metodología propuesta por Hansen (1989) con modificaciones.  
En condiciones de oscuridad, se adicionó en cada pozo 10 µL de MTT (5 mg/mL) y se dejó 
en incubación durante 4 horas. A continuación, para disolver los cristales de formazan 
formados, se adicionó a cada pozo 100 µL de isopropanol ácido. Por último, se leyó la 
absorbancia a 570 nm en un espectrofotómetro (Thermo Scientific Genesys 20). 
Se realizó un blanco (medio de cultivo), un control negativo (medio de cultivo + células), 
un control solvente (medio de cultivo + células + DMSO 1.0%) (para evitar los falsos 
positivos) y un control positivo (medio de cultivo + células + DMSO 99.5%). Debido a que 
concentraciones de DMSO superiores a 2% son tóxicas (Galvao et al. 2013), la máxima 
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concentración de DMSO  en los extractos evaluados fue de 1%, que corresponde también 
al control solvente.  
En cada plato se evaluó por triplicado una misma concentración y para cada línea celular 









∗ 100  Ecuación 2.5 
2.6.2 Determinación de la actividad citotóxica en eritrocitos       
humanos  
Para determinar si los compuestos presentes en los extractos crudos de células en 
suspensión de B. patinoi causan citotoxicidad en células humanas normales, se evaluó la 
capacidad de causar disrupción a la membrana celular de eritrocitos humanos por 
inducción de lisis celular. 
Se realizó la evaluación de la actividad hemolítica siguiendo el protocolo descrito por 
Torres-Domínguez (2005) con algunas modificaciones. Para separar la fracción 
eritrocitaria del plasma sanguíneo, se adicionó 5 mL de medio de cultivo RPMI a 5.0 mL 
de la muestra de sangre total heparinizada, posteriormente, se centrifugó durante 5 
minutos a 2700 rpm, el sobrenadante se descartó. Conservando el pellet de eritrocitos, se 
realizaron dos lavados más con medio RPMI, después del último lavado, el volumen se 
ajustó a 5.0 mL con medio RPMI. A continuación, se adicionó 50 µL de extracto de células 
en suspensión de borojó a 450 µL de la suspensión, de tal forma que la concentración del 
tratamiento en la muestra fuera de 500 µg/ mL. Los tratamientos se incubaron por 1 hora 
a 37° C. Finalmente, las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 2700 rpm. 50 µL 
del sobrenadante se depositaron en un microplato de 96 pozos. Se utilizó como control 
negativo PBS (10%) y para el control positivo peróxido de hidrogeno (10%). 
Para determinar la actividad hemolítica, se leyó la absorbancia de cada tratamiento a una 
longitud de onda de 550 nm. La absorbancia de las suspensiones celulares sin tratar se 




∗ 100   Ecuación 2.6), calculados como la 
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∗ 100    Ecuación 2.6 
2.7 Evaluación de la actividad genotóxica. Electroforesis 
alcalina en gel de células individuales (Ensayo 
Cometa) 
 
Para realizar la prueba genotóxica mediante el test cometa, se utilizaron cultivos celulares 
con una confluencia y viabilidad celular superior a 80 y 95%, respectivamente. En platos 
de cultivo de 6 pozos se adicionaron 2500 µL de suspensión celular de células Jurkat, en 
cada pozo con aproximadamente 1 x 105 células en medio RPMI, 5% de SFB y 1% de 
estreptomicina. Los platos se dejaron en incubación durante 24 horas a 37° C y una 
atmosfera de CO2 al 5%. Después de este tiempo de cultivo, se adicionó 250 µL de los 
extractos a evaluar, de tal manera que la concentración final en cada pozo fuera de 10 
µg/mL y nuevamente se dejaron incubación.   
 
Los cultivos permanecieron en contacto con el extracto durante 24 horas. Posteriormente 
se siguió el protocolo descrito por Singh (1988) con algunas modificaciones. Las 
suspensiones celulares se centrifugaron durante 5 minutos a 2400 rpm, el sobrenadante 
se descartó, 10µl del pellet de células fueron mezclados con 90 µL de agarosa de bajo 
punto de fusión 0.05% (Sigma-Aldrich) y depositado en un portaobjetos; el cual 
previamente había sido cubierto con capa de agarosa de punto de fusión normal (NMA 
0.5%) (AMRESCO). Para solidificar la agarosa, los portaobjetos se dejaron a 4°C durante 
8 minutos. Posteriormente, las placas se sumergieron en buffer de lisis (sarcosinato de 
sodio 1%, NaCl 2.5M; Na2-EDTA 100 mM, Tris 10mM; pH 10 y tritón X-100, 1%) durante 
20 horas a 4°C en oscuridad. A continuación, las placas se lavaron cuidadosamente con 
PBS y se colocaron en una cámara de electroforesis sumergidas en buffer (NaOH 300mM, 
EDTA 1Mm: pH 13) durante 30 minutos a 300 mA. Al terminar el tiempo de electroforesis, 
las placas se sumergieron en buffer de neutralización (Tris HCl 0.4 M: pH 7.5) por 15 
minutos y fueron deshidratadas con metanol absoluto para ser almacenadas en cámara 
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húmeda a 4°C hasta la tinción con Bromuro de Etidio (2 µg/mL).  Por último, se observaron 
en un microscopio de fluorescencia con objetivo de 20X. 
 
Con el fin de determinar el porcentaje de daño de DNA, se utilizó el programa CaspLab 
(versión 1.2.3 beta 2), en el cual se analizó la longitud de la cola de 50 nucleoides para 
cada uno de los extractos evaluados, incluyendo un control negativo (células sin 
tratamiento), control solvente (DMSO 1.0%) y un control positivo (peróxido de hidrógeno 
25 mM). 
 
2.8 Análisis fitoquímicos de extractos crudos de células 
en suspensión de B. patinoi 
 
El análisis fitoquímico fue realizado en el laboratorio de Sustancias Bioactivas de la Sede 
de Investigación Universitaria - SIU de la Universidad de Antioquia. Se evaluaron los 
extractos crudos de células en suspensión de B. patinoi de acetato de etilo y hexano (20 
mg/mL). 
 
Para evaluar la presencia de los metabolitos reportados en la Tabla 2.2, se tomaron placas 
HPTLC (High Performance Thin Layer Chromatography) de 10 x 5 cm, para una longitud 
de elución 8.0 cm. Se sembró 20 µL de extracto acetato de etilo y 40 µL extracto hexano 
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Tabla 2.2 Sistemas de elución y reveladores para análisis por HPTLC para identificar la presencia 
de metabolitos en extractos crudos de células en suspensión de borojó. Reporte enviado por el 
laboratorio de Sustancias Bioactivas. 
Metabolito Sistema de elución Revelador 
 
Alcaloides 
E1: Acetato de etilo-
Metanol-Agua 
(100:13.5:10) 
R1: Dradendorff + 




E2: Acetato de etilo-
Metanol-Agua (77:15:8) 
















E3: Acetato de etilo- 
ácido fórmico-ácido 
acético-agua 
(100:11:11:26)               
E4: Tolueno-Dietil Éter 
(1:1) con ácido acético 
al 10 % 
 
R3: NP/PEG   UV 
365nm                         















E7: Acetato de etilo-
Metanol-Agua (81:11:8) 
R6: Reactivo de 
Kedde 
 
2.8.1 Identificación de lactonas terpénicas  
 
Se utilizaron extractos crudos provenientes de los solventes acetato de etilo, cloroformo, 
diclorometano y hexano. En esta ocasión se evalúo diferencialmente extractos 
provenientes de células en suspensión cultivadas en medio MS y B5. Todos los extractos 
evaluados tenían la misma concentración 20 mg/mL. 
 
Se siguió la metodología propuesta por Gomez (2010), las sesquiterpenlactonas se 
identificaron por cromatografía en capa fina (TLC, por sus siglas en inglés) en placas de 
sílice gel de 20 x 20 cm. Se utilizó un sistema CHCl3/ Acetona 9:1. Posteriormente, se 
reveló con lámpara UV a 254 y 366nm y se identificaron las manchas. Como revelador se 
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utilizó una solución etanólica con 1% de vainillina y 10% de ácido fosfórico. Por último, la 
placa se colocó a 110 °C durante 15 minutos, las manchas observadas después de este 
tiempo y que también se observaron con la lámpara UV, indican prueba positiva para 
lactonas sesquiterpénicas. 
2.9 Análisis estadístico 
Todos los experimentos se realizaron por triplicado, cada muestra se analizó dos veces.  
Los resultados se reportan con valores medios ± el error estándar.  La diferencia entre 
medias se evaluó mediante un análisis de varianza unifactorial y el test de diferencia 
mínima significativa de Fisher (LSD por sus siglas en inglés) usando el programa 




3 Resultados y discusión  
3.1 Efecto del medio de cultivo sobre el crecimiento 
celular 
En la Figura 3.1 se observa la cinética de crecimiento de biomasa, cambio de pH y 
viabilidad en cultivos de células en suspensión de borojó en los medios de cultivo MS, B5 
y White. En ninguno de los medios de cultivo se evidenció fase de latencia. Estos 
resultados difieren con los reportados por Caballero & Cardona 2006, donde la fase de 
latencia  para un cultivo de células en suspensión de B. patinoi  fue de 4 días. Las medidas 
tomadas para disminuir el impacto del cambio de medio en los cultivos de células de B. 
patinoi fue efectivo (adaptación previa de las células al medio de cultivo), lo que concuerda 
























































Figura 3.1 Cinética de crecimiento celular, pH y viabilidad celular de cultivos de células en 
suspensión de B. patinoi en diferentes medios de cultivo basales. 
 
La concentración inicial de biomasa para cada una de las cinéticas fue de 2.41 ± 0.17 g 
CS/L y la máxima concentración de biomasa alcanzada fue de 23.88 ± 0.99 g CS/L, 
obtenida en el día 21 en medio de cultivo B5, sin embargo, según el test de diferencia 
mínima significativa de Fisher, no se encontró una diferencia estadísticamente significativa 
entre el índice de crecimiento para este mismo día en los otros medios de cultivo. A 
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diferencia de lo reportado por Nagella & Murthy 2010 para un cultivo de células en 
suspensión de Withania somnífera, donde  máxima concentración de biomasa alcanzada 
con medio MS fue 11.8 g CS/L en comparación con el medio de cultivo B5 donde 
alcanzaron 8.0 g CS/L. 
   
A pesar de que en la ¡Error! No se encuentra el origen de la referencia.Figura 3.1 se 
observa que del día 21 al 24 la concentración de biomasa disminuye, según la prueba 
estadística de Fisher no se encontró diferencia significativa entre estos días. Este 
comportamiento también lo observaron Wang et al. 2015 en cultivos de Hypericum 
perforatum donde la concentración de biomasa disminuyó entre los días 20 y 30 del cultivo 
celular, sin embargo, el contenido total de flavonoides que obtuvo su máxima 
concentración al final de la fase exponencial no disminuyó en ese periodo (inicio de la fase 
estacionaria hasta el final del cultivo). 
 
A partir del día 24 (datos no mostrados), la concentración de biomasa alcanzada en los 
tres tratamientos impedía que las células se mantuvieran en suspensión (Figura 3.2); no 
se observaba homogeneidad en el cultivo (se observó formación de aglomerados 
celulares), ocasionando a que las células permanecieran inmóviles aun cuando eran 
agitadas mecánicamente a 120 rpm. La concentración de biomasa para el final de la 
cinética de crecimiento tenía valores superiores de 23 g CS/L. Según Tanaka (1981)  20 g 
CS/L  es la concentración de biomasa a la cual un cultivo de células vegetales en 
suspensión es considerado como un cultivo de alta densidad celular (Tanaka 1981). Se ha 
reportado que los cultivos de alta densidad celular suelen presentar limitaciones en la 
transferencia de oxígeno, disponibilidad de nutrientes y agregación celular (Doran 1999).  
 
La viabilidad celular inicial fue de 61.9 %, en los primeros 6 días de cultivo se evidenció 
una leve disminución de esta, lo que coincidió con la disminución en el pH del medio. Un 
comportamiento similar reportan Pépin et al. 1995 en suspensiones celulares de Vitis 
vinífera, dichos autores asocian directamente la perdida de viabilidad celular con la caída 
del pH, el cual disminuye al inicio del cultivo debido al intercambio de iones H+/NH4+  por el 
consumo de amonio. Adicionalmente, según Bhadra & Shanks 2000, la caída de pH en los 
primeros días de los cultivos de células vegetales está relacionada con el consumo de NH4, 
NO3 y Pi (fósforo inorgánico). La rápida absorción de NH4+ provoca una fuerte 
despolarización de la membrana que puede bloquear el cotransporte de iones H+ y NO3- 
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(Ullrich 1992). De manera similar, la captación de Pi que se presenta en los primeros días 
hace que el medio se vuelva alcalino (Sakano 1990). Para el caso de B. patinoi, estas 
interacciones entre NH4+, Pi y NO3- en la membrana plasmática posiblemente se vieron 
reflejadas la acidificación inicial y la posterior alcalinización del medio extracelular durante 
el cultivo. Este mismo comportamiento se presentó en cultivos de raíces de Catharanthus 
roseus (Bhadra & Shanks 2000). 
 
 
Figura 3.2 Células en suspensión de borojó en el día 26 de la cinética de crecimiento 
celular en medio MS y tapón de algodón. Cultivo de alta densidad celular. 
 
 
En la Figura 3.1 se observa que al final de la fase exponencial la viabilidad aumentó, 
aunque el pH disminuyó. Cuando finalizó la fase exponencial, la concentración celular 
comenzó a disminuir, las células detuvieron su crecimiento y se presentó lisis celular (al 
realizar la observación al microscopio se evidenciaron restos celulares en el 
sobrenadante), lo anterior, hizo que el pH del medio disminuyera. Lo anterior coincide con 
los reportado por Bhadra & Shanks 2000 en cultivos de raíces de Catharanthus roseus 
donde asocian adicionalmente la caída de pH con la síntesis de ácidos orgánicos en los 
últimos días del cultivo. 
 
El aumento en la viabilidad celular que se observó después del día 18 posiblemente está 
influenciado por el método utilizado para determinar la viabilidad, al realizar la tinción se 
tiene en cuenta las células que retienen el colorante y las que tienen la membrana celular 
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integra, sin embargo, al final del cultivo las células las células muertas o no viables 
experimentan lisis celular, lo que hace que la cuantificación de células no viables disminuya 
y por ende aumente la viabilidad celular.  
 
Los parámetros cinéticos obtenidos a partir de las curvas de crecimiento se presentan en 
la Tabla 3.1. Con el fin de no limitar el estudio en la fase exponencial y facilitar el cálculo 
de velocidades de crecimiento sin discriminar puntos, se realizó el modelado de las curvas 
de crecimiento mediante una curva sigmoidal de cuatro parámetros. Según Areny (1995); 






      
(3.1) 
 






      (3.1) 
                                                                                                                                            
X: concentración de biomasa (g CS/L)  
t: tiempo transcurrido desde el inicio de la fermentación (días).  
a: constante, corresponde a Xo (g CS/L)  
b: constante, b =Xf - Xo, siendo Xf la concentración final de biomasa (g CS/L)  
c: constante, tiempo en el cual se alcanza µmax 
 
La velocidad especifica de crecimiento se define en la ecuación, día-1 µ𝑚𝑎𝑥 =
𝑏
𝑑 (√𝑎+√𝑎+𝑏)






2           (3.2) 
Adicionalmente, este modelo define los tiempos requeridos en cada fase de crecimiento 
celular tlag, texp y tdes. 
tlag, tiempo en el que finaliza la fase de latencia e inicia la fase exponencial  
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texp, tiempo en el que finaliza la fase exponencial e inicia la fase de desaceleración. 




tdes, tiempo en el que finaliza la fase de desaceleración e inicia la fase estacionaria. 





   
 
Figura 3.3 Modelado mediante la ecuación sigmoidal de cinéticas de crecimiento 
celular de células en suspensión de borojó en diferentes medios de cultivo basal, MS, 
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Tabla 3.1 Parámetros cinéticos obtenidos mediante el modelado de las ecuaciones 
exponencial y sigmoidal de cultivos de células en suspensión de B. patinoi en diferentes 
medios de cultivo utilizando tapón de algodón.  
  MS B5 White 
Ecuación exponencial  
µmax (dia-1) 0.11 ± 0.01 0.10 ± 0.01 0.10 ± 0.02 
Td (días) 6.5 ± 0.9 7.2 ± 0.9 7.1 ± 0.9 
    
Ecuación sigmoidal 
A 2.90 ± 2.34 1.73 ± 2.65 3.67 ± 2.17 
b, (XF - X0) 22.78 ± 4.70 23.31 ± 4.23 23.54 ± 6.40 
C, (t µmax) 14.97 ± 1.63 11.29 ± 1.26 15.38 ± 1.98 
D 3.67 ± 1.68 3.80 ± 1.41 3.91 ± 1.88 
  
  
µmax (dia-1) 0.15 ± 0.02 0.16 ± 0.01 0.17 ± 0.06 
Tlag -1.09 ± 3.60 -3.70 ± 3.60 -1.83 ± 4.96 
Texp 16.19 ± 2.01 12.87 ± 0.90 12.96 ± 2.85 
Tdes 28.59 ± 5.45 25.17 ± 2.16 29.94 ± 7.81 
*Los datos se muestran como el promedio de 3 réplicas con su error estándar. 
 
 
Al realizar la prueba de diferencia mínima significativa de Fisher comparando cada uno de 
los parámetros reportados en la Tabla 3.1, no se encontraron diferencias estadísticamente 
significativas entre los medios de cultivo evaluados. La velocidad especifica de crecimiento 
y el tiempo de duplicación obtenidos mediante la ecuación exponencial, son menores a los 
reportados para otras especies vegetales tanto en medio MS como B5 (Tabla 3.2). Sin 
embargo, los cultivos reportados en la Tabla 3.2 para S. rebaudiana y N. tabacum 
contienen elicitores de metabolitos secundarios, que posiblemente también incidan en el 
crecimiento celular (Mathur & Shekhawat 2013). Adicionalmente, en comparación con el 
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cultivo de Ageratina pichinchensis que no utilizan elicitores y la velocidad especifica de 
crecimiento es casi 4 veces superior que la de B. patinoi, se podría decir que en los cultivos 
de B. patinoi la disminución de la viabilidad celular en los primeros 6 días (fase 
exponencial), incidió directamente en el crecimiento celular y se vio reflejado en el valor de 
µmax. 
 
Por otro lado, Caballero & Cardona 2006 reportan un incremento de 0.09 a 0.12 dia-1 en la 
µmax al mantener en condiciones de luz continua las células en suspensión de B. patinoi. A 
diferencia de los cultivos realizados en este trabajo que se mantuvieron en oscuridad. 
 
Tabla 3.2 Velocidad especifica de crecimiento (µmax) y tiempo de duplicación (td) de cultivos 










MS 0.63 1.1 0.15 




MS 0.40 1.7 0.02 (Avila 2016) 
Nicotiana 
tabacum 
MS 0.20 3.4 0.25 (Avila 2016) 
Satureja 
khuzistanica 
B5 0.12 5.8 0.20 (Khojasteh et al. 2016) 
Borojoa patinoi MS 0.12 5.8 0.02 
(Caballero & Cardona 
2006) 
Borojoa patinoi MS 0.11 6.5 0.02 Este trabajo 
Borojoa patinoi B5 0.10 7.2 0.02 Este trabajo 
Jatropha curcas MS 0.09 7.5 0.025 
(Bernabé-Antonio et al. 
2015) 
 
Adicionalmente, la ecuación sigmoidal nos permite conocer el tiempo de duración cada 
una de las fases de crecimiento. En este caso, en ninguno de los tratamientos se identificó 
claramente la fase de latencia, los valores negativos que arroja el modelo para este 
parámetro, sugieren que no se presentó una fase de adaptación celular. Por otro lado, la 
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duración de la fase exponencial (Texp), es un punto de referencia para el mantenimiento de 
cultivos de células en suspensión de borojó, se sugiere realizar el subcultivo de células en 
suspensión cada 12 o 13 días, el cual también corresponde al tiempo en el que se alcanza 
la µmax y la viabilidad celular comienza a disminuir. 
La diferencia entre los medios de cultivo MS, B5 y White, es amplia. Sin embargo, no se 
presentaron diferencias estadísticamente significativas en el crecimiento de células en 
suspensión de borojó. Posiblemente, los requerimientos de cada vitamina, macro y 
micronutriente aportados por los medios de cultivo evaluados en las concentraciones más 
bajas fueron suficientes para satisfacer el crecimiento y desarrollo celular. Este 
comportamiento, también se ha observado en células de Corylus avellana; las cuales no 
presentaron diferencias en el crecimiento celular en los medios de cultivo MS y B5 (Gallego 
et al. 2015). En contraste, cultivos de células en suspensión de Morinda elliptica, 
presentaron mayor índice de crecimiento celular en medio MS comparado con B5 y White. 
Adicionalmente, en este medio, la producción de antraquinonas fue considerablemente 
mayor (Abdullah et al. 1998).  Por su parte, cultivos in vitro de Podophyllum hexandrum en 
MS, mostraron un incremento cercano al 20% y 50% en el crecimiento celular en 
comparación con los medios B5 y White respectivamente (Chattopadhyay et al. 2003).  
 
Una de las principales diferencias entre los medios de cultivo evaluados, es la 
concentración de nitrógeno. A pesar de que la única fuente de nitrógeno del medio White 
sea el amonio, el crecimiento celular en este medio de cultivo no se vio afectado por la 
deficiencia de nitrato. Contrario a lo que plantean Filner 1966 y Gamborg 1970, donde el 
crecimiento de células vegetales es limitado cuando éste es suministrado de forma 
independiente. Según Gamborg (1976); la fuente inorgánica de nitrógeno más adecuada 
para el crecimiento in vitro de células vegetales es una mezcla de nitrato y amonio. El 
nitrógeno es el mineral que se requiere en mayor cantidad para el crecimiento vegetal, la 
concentración de este macronutriente afecta el nivel de proteínas y aminoácidos en los 
cultivos de células vegetales. 
La relación nitrato-amonio para los medios de cultivo MS y B5 es 2:1 y 1.2:0.1, 
respectivamente. La concentración de amonio en medio MS es 10 veces superior a la de 
B5. El medio White carece amonio, su única fuente de nitrógeno está en forma de nitrato 
(Anexo 1). Por su parte, Gamborg (1976) propone que la mínima concentración de nitrato 
en el medio de cultivo para el crecimiento y desarrollo celular, es de 25 mM. En el caso del 
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medio de cultivo White, esta concentración es de solo 0.4 mM. Sin embargo, a pesar de la 
amplia diferencia, no fue un limitante en el crecimiento de células en suspensión de B. 
patinoi. Caso contrario a lo que sucede con F. ananassa, donde la presencia tanto de 
nitrato como de amonio resulta indispensable para obtener altos niveles de crecimiento y 
producción antocianinas (Sato et al. 1996). Vale la pena recordar que aunque la 
formulación original (White 1951) no contiene amonio los medios de cultivo evaluados 
fueron suplementados con caseína hidrolizada (0.1 %), la cual también es una fuente de 
nitrógeno reducido. Según Gamborg (1976); la adición de caseína hidrolizada puede 
asegurar la fuente de nitrógeno, ante la posible deficiencia de amonio o nitrógeno 
inorgánico. 
Según McDonald (1989) el pH del medio de cultivo decrece durante la asimilación de 
amonio, y se incrementa durante el consumo de nitrato. Esto sugiere que, en la etapa inicial 
de la fase exponencial, los requerimientos de nitrógeno para el crecimiento son 
suministrados por los iones amonio, mientras que el nitrato captado es almacenado dentro 
de las células (Mcdonald & Jackman 1989). Posteriormente, en una etapa intermedia de 
la fase exponencial, la célula induce las enzimas necesarias para reducir el nitrato a 
amonio hacen que el pH aumente. Lo anterior explicaría el comportamiento del pH en 
cultivos de células en suspensión de B. patinoi (Figura 3.1), especialmente el cambio 
drástico que se presenta en el día 6 en los tres medios de cultivo. Lo anterior sugiere que, 
sin importar la concentración de amonio existente en el medio de cultivo, la célula en el día 
6 dejaría de captar amonio y activaría las enzimas que reducen el nitrato, lo que hace que 
el pH aumente. Este mismo comportamiento lo observaron Bhadra & Shanks 2000 para un 
cultivo de raíces de Catharanthus roseus, donde en los primeros días del cultivo el pH 
extracelular disminuyó de de 5.7 a aproximadamente 4.8, consecuencia del consumo de 
amonio que se presentó en los primeros 6 días del cultivo. 
 
Después del nitrógeno, el fósforo es el segundo macroelemento más determinante en el 
crecimiento celular (Schachtman et al. 1998). La concentración de fósforo en el medio 
White (0.1 mM), es 13 veces inferior en comparación con MS. En las células en suspensión 
de borojó, no se evidenciaron limitaciones en el crecimiento celular en ninguno de los dos 
casos. Además, no se encontraron diferencias significativas en la concentración celular 
entre ambos tratamientos. El fósforo está implicado directamente en el crecimiento celular, 
regulación metabólica, síntesis de nucleótidos, fosfolípidos, ATP y otras biomoléculas  
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(Bramble et al. 1991). Concentraciones bajas de fosfato pueden limitar el crecimiento 
celular, pero a su vez, también favorecen la producción de metabolitos secundarios. 
Células en suspensión de Panax ginseng presentaron limitación en el crecimiento celular 
a concentraciones inferiores de 1.04 mM. Sin embargo, se produjo una mayor cantidad de 
saponinas cuando la concentración se redujo a 0.54 mM (Liu & Zhong 1998).  
 
Otra diferencia que presentan los medios de cultivo evaluados es la concentración de 
potasio. Gamborg (1976), recomienda que el medio de cultivo debe contener al menos una 
concentración de 25 mM. Sin embargo, los medios MS y White evaluados, tienen una 
concentración 0.8 y 0.4 veces inferior a B5 (25 mM), respectivamente (Anexo 1). A pesar 
de esta discrepancia, no se encontraron diferencias significativas en el crecimiento celular. 
Esto sugiere que, a una concentración relativamente baja de potasio (8.7 mM) en el medio 
de cultivo, no se generan limitaciones. En la célula, el potasio desempeña funciones tanto 
bioquímicas como biofísicas, es importante en la división celular, síntesis de proteínas, 
activación de sistemas enzimáticos, reducción de consumo de iones como Fe y Na. El ion 
K+ es el regulador principal del potencial osmótico (Leigh & Wyn Jones 1984). Según Leigh 
& Wyn Jones (1984) existe una concentración crítica de potasio específica para cada tipo 
de planta. Si la cantidad de potasio en la célula es inferior a dicha concentración, se 
presenta una disminución en la tasa de procesos metabólicos dependientes de K y por 
tanto una disminución en el crecimiento celular. en el crecimiento de células en suspensión 
de borojó.  
 
Adicionalmente, en los medios de cultivo MS y B5, el sulfato, calcio y magnesio listados 
como macronutrientes en el Anexo 1, se encuentran según Gamborg et al (1976) en un 
rango de concentración adecuado para el crecimiento y desarrollo de células vegetales 
(1.0 - 3.0 mM). Por su parte en White, aunque la concentración de calcio y sulfato, 0.2 y 
4.3 mM respectivamente, están por fuera de los límites recomendados, no se encontró 
limitaciones en el crecimiento celular en este medio de cultivo. Así mismo, las diferencias 
en la concentración de cloro y sodio entre los medios de cultivo, no tuvieron repercusiones 
negativas en el crecimiento celular, debido a que cualquier necesidad de estos 
macroelementos puede ser proporcionada por sales de calcio, fosfatos o micronutrientes 
(Gamborg et al. 1976). 
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Otra diferencia notoria en la composición de los medios de cultivo es la concentración de 
micronutrientes. Los microelementos o micronutrientes, son esenciales para catalizar 
diversas reacciones bioquímicas implicadas en el crecimiento celular y producción de 
metabolitos secundarios (Bhojwani & Razdan 1996). Los micronutrientes requeridos para 
el cultivo de células vegetales incluyen I, B, Mn, Zn, Mo, Cu, Co y Fe. Las concentraciones 
de micronutrientes requeridas varían según la especie, órgano o tejido y condiciones de 
crecimiento. La disminución de la concentración de micronutrientes en un cultivo de células 
en suspensión de Haplopappus gracilis produjo una disminución en la velocidad de 
crecimiento celular (Eriksson 1965). Por su parte, Eeuwens (1976), observó que la 
supresión completa de al menos uno de los micronutrientes, genera una disminución en la 
concentración final de biomasa en cultivos in vitro de Cocos nucifera. El medio White tiene 
una menor concentración de micronutrientes en comparación con MS y B5, adicionalmente 
se suprime la adición de Mo, Cu y Co (Anexo 1). Sin embargo, no se presentaron 
diferencias significativas en el crecimiento celular con respecto a los medios evaluados. 
Estos resultados sugieren que células en suspensión de B. patinoi tienen bajos 
requerimientos de micronutriente y las concentraciones que ofrece el medio White son 
suficientes para el crecimiento celular. 
 
Las plantas pueden producir sus propios requerimientos vitamínicos. Sin embargo, los 
cultivos in vitro de células vegetales requieren ser suplementados con ciertas vitaminas. 
Las vitaminas más utilizadas son, tiamina (vitamina B1), niacina (vitamina B3), piridoxina 
(vitamina B6) y myo-inositol (un miembro del complejo de la vitamina B). En cultivos de 
tejidos, el inositol puede actuar como segundo mensajero en la en la acción de las auxinas, 
adicionalmente, es un precursor en la síntesis de pectina y hemicelulosa, necesarias en la 
síntesis de la pared celular (Bhojwani & Razdan 1996). Sin embargo, según Gamborg 
(1976) el myo-inositol puede no ser esencial, pero se agrega rutinariamente a cultivos de 
células vegetales, debido a que se ha demostrado que mejora el crecimiento del callo. Los 
medios de cultivo MS y B5 tienen la misma concentración de myo-inositol (100 mg/L). Sin 
embargo, el medio White carece completamente de esta vitamina. Al no presentarse 
diferencias en el crecimiento celular entre los tres medios de cultivo, se puede aseverar 
que, el myo-inositol no es una vitamina esencial en el crecimiento de células en suspensión 
de borojó. 
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De acuerdo con los resultados obtenidos, el crecimiento celular no se ve afectado por el 
medio de cultivo, tanto en medio MS, B5 y White el comportamiento cinético fue similar.  
Teniendo como referencia las concentraciones de cada vitamina, macro y micronutriente, 
presente en los medios de cultivo evaluados, se podría proponer un medio específico para 
borojó con las concentraciones mínimas descritas en la Tabla 3.3. 
 
Tabla 3.3 Concentraciones mínimas que debe contener un medio de cultivo para el 
crecimiento de células en suspensión de borojó. 
Macronutrientes 
(mM) 
Micronutrientes (µm) Vitaminas (mg/L) 




NO3 0.4 B 19.3 Piridoxina 0.1 
Mg 1.0 Mn 31.4 Tiamina 0.1 
P 0.1 Zn 7.0    
Ca 0.2 Fe 7.3     
S 1.0         
Cl 0.1         
 
Debido a que no presentaron diferencias en el crecimiento celular entre MS, B5 y White, 
en la selección del medio de cultivo para células en suspensión de borojó, se podría utilizar 
como criterio de selección el medio que generalmente es más empleado para la producción 
de metabolitos secundarios. Según una revisión realizada por (Karuppusamy 2009) el 
medio de cultivo que es ampliamente utilizado para la producción de diversos metabolitos 
secundarios es el medio MS. Se destaca el uso de medio MS para la producción de 
lactonas sesquiterpénicas en cultivos de raíces de Lactuca virosa (Kisiel et al. 1995). 
Caballero & Cardona 2006 identificaron cualitativamente la presencia de este tipo de 
metabolitos en un cultivo de células en suspensión de B. patinoi en medio MS. Por tal 
motivo este fue el medio de cultivo utilizado para la evaluación del crecimiento celular de 
B. patinoi en matraz Erlenmeyer utilizando diferentes tipos de tapón.  
 
Por otro lado, el medio MS (1.24 USD/L) es más económico en comparación con B5 y 
White (1.65 y 1.87 USD/L, respectivamente) (BioWORLD 2017), este factor podría ser 
determinante en un futuro para el escalado del proceso. 
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3.2 Efecto del tipo de tapón de matraz Erlenmeyer en el 
crecimiento celular 
En la Figura 3.3.4 se observan los tapones evaluados. El efecto de los diferentes tipos de 
tapón en la concentración celular, pH y viabilidad celular de cultivos en suspensión de B. 
patinoi, se muestran en la Figura 3.5 
 
 
Figura 3.3.4 Tapones evaluados para el crecimiento de células en suspensión de B. patinoi 
en matraz Erlenmeyer. De izquierda a derecha, espuma de poliuretano, algodón y aluminio.   
 
La máxima concentración de biomasa se alcanzó en el día 16 con el tapón de espuma 
(32.1 g/L), seguido de algodón (26.8 g/L) y aluminio (20.6 g/L). En el caso del tapón de 
espuma, durante los 20 días que duró el cultivo celular, se observó un aumento de 4.2 a 
5.0 en el pH, el cual no causó una variación significativa en la viabilidad celular, la cual se 
mantuvo en promedio en 55 %. Por otro lado, para el tapón de algodón el cultivo en el día 
16 alcanzó una concentración de 26.8 g/L, el pH presentó un incremento en los primeros 
ocho días de 4.2 a 5.6, después de este tiempo disminuyó a 4.8 (Figura 3.5). Según la 
prueba de diferencia mínima significativa de Fisher, existe una diferencia estadísticamente 
significativa en el pH extracelular en los días 4 y 8 para el tapón de espuma y algodón, 
respectivamente. En cultivos de células vegetales en matraz agitado, se ha reportado la 
acumulación de etileno y CO2 al utilizar topónes de aluminio y algodón. Debido a la 
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limitación en la transferencia de masa, la velocidad de acumulación de estos gases en el 
interior del matraz, es mayor con tapón de aluminio (Marino et al. 1995; Lee & Shuler 1991). 
De esta forma, el comportamiento del pH con tapón de algodón puede estar relacionado 
con la acumulación de compuestos volátiles en el interior del matraz o la síntesis de 























































Figura 3.5 Cinética de crecimiento, pH y viabilidad celular de cultivos de células en 
suspensión de B. patinoi en matraz Erlenmeyer con diferentes tipos de tapón. 
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Con papel aluminio se alcanzó una concentración máxima de 20.6 g/L en el día 12, el pH 
por su parte incrementó en los primeros cuatro días de cultivo y a partir de allí, se mantuvo 
relativamente constante en aproximadamente 5.1; en este tratamiento, se evidenció una 
diferencia significativa en la viabilidad celular en comparación con tapones de espuma y 
algodón. Así, en los primeros 12 días se presentó una disminución cercana a 15%. 
Concentraciones elevadas de CO2 generan la disminución de pH del medio de cultivo 
(Sisler & Wood 1988). En la Figura 3.5, se muestra que posiblemente la concentración de 
CO2 alcanzada con papel aluminio en el día 4, hace que el pH del medio disminuya. 
Mientras que con algodón, dicha concentración se alcanza en el día 8.  
 
Por otro lado, el cambio en el pH observado en el dia 4 y 8 para los tapones de aluminio y 
espuma respectivamente, posiblemente también puede estar relacionado con la 
acumulación de etileno. A pesar que de que en este estudio no se evaluó la concentración 
de etileno y CO2, los reporten en la literatura sugieren que estos podrian ser un factor 
determinante en el cambio de pH. Dado que el etileno está implicado en la síntesis de 
compuestos antioxidantes que hacen que el pH del medio disminuya (Smirnoff 1993). Se 
sugiere que en aluminio, desde el día 4 se presento una acumulación de etileno que hiz 
desender el pH, mientras que para el tapón de algodón esto ocurriro en el día 8. 
Posteriormente, la alta concentración de CO2, podría reprimir la producción de etileno, 
haciendo que el pH permanezca relativamente constante (Lee & Shuler 1991). 
 
En los cultivos con tapón de algodón y espuma, se presentaron concentraciones elevadas 
de biomasa, superiores a 25 g CS/ L, las cuales dificultaron la medición de esta y la 
continuación del cultivo. Con tapón de aluminio no se presentó esta situación y se 
evidenció en todo momento un cultivo homogéneo a diferencia de los otros tratamientos, 
en los cuales debido a la alta densidad celular el cultivo permanecía inmóvil (día 18).  Lo 
anterior se presentó posiblemente por la evaporación del medio de cultivo en los tapones 
de algodón y espuma.  
 
Para evaluar el crecimiento celular teniendo en cuenta el porcentaje de evaporación del 
medio, se realizó la cinética de crecimiento celular en función de la cantidad de biomasa 
seca (Figura 3.6). Se observa crecimiento celular en todos los tratamientos hasta el día 16 
del cultivo. La máxima cantidad de biomasa se obtuvo con tapón de espuma, sin embargo, 
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no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en el índice de crecimiento 
celular entre los tapones evaluados. Tal como lo describen Mcdaniel & Bailey (1969), en 
los cultivos en matraces agitados que tienen una duración de varios días, la evaporación 



























Figura 3.6 Cinética de crecimiento celular en cultivos de células en suspensión de B. patinoi 
utilizando deferentes tipos de tapón en matraz Erlenmeyer. Gramos de células secas (g CS). 
 
En los estudios realizados por Marino et al. 1995 en un Erlenmeyer de 100 mL con 20 % 
de volumen de operación cerrado con tapón de algodón, la constante de evaporación de 
agua es 3.5 mg/h, mientras que con tapón de aluminio este valor es de tan solo 0.5 mg/h. 
En este caso, el porcentaje de evaporación fue significativamente mayor cuando se utilizó 
tapón de espuma y algodón (Figura 3.7).  
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Figura 3.7 Evaporación del medio de cultivo de células en suspensión de borojó en matraz 
Erlenmeyer con diferentes tipos de tapón. 
La cinética de crecimiento celular para dada en términos de biomasa total se modeló 
utilizando la ecuación en la fase exponencial y la ecuación sigmoidal (Figura 3.8). La 
velocidad especifica de crecimiento y el tiempo de duplicación obtenidos mediante la 
ecuación exponencial, son inferiores con los valores reportados en la literatura para 
cultivos de células vegetales en suspensión (Tabla 3.2). En este caso y a diferencia de la 
cinética de evaluación de medios de cultivo, la concentración inicial fue 3.5 veces mayor, 
haciendo que el tiempo de duración de la fase exponencial y el comienzo de la fase de 
desaceleración sea menor. Al realizar la prueba de diferencia mínima significativa de Fisher 
comparando cada uno de los parámetros reportados en la Tabla 3.4, no se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas en los parámetros cinéticos entre los tipos de 
tapón utilizados. 
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Figura 3.8 Modelado mediante la ecuación sigmoidal de cinéticas de crecimiento celular de células 
en suspensión de borojó cultivadas en matraz Erlenmeyer con tapón de algodón espuma y aluminio. 
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Tabla 3.4 Parámetros cinéticos de cultivos de células en suspensión de B. patinoi en matraz-
Erlenmeyer utilizando diferentes tipos de tapón. Las curvas de crecimiento celular utilizadas están 
dadas en g CS. Modelado mediante la ecuación exponencial y la ecuación sigmoidal de 4 
parámetros. Los datos se muestran como el promedio de 3 réplicas con su error estándar. 
  Algodón Espuma Aluminio 
Ecuación exponencial  
µmax (dia-1) 0.07 ± 0.01 0.07 ± 0.01 0.06 ± 0.01 
Td (días) 10.5 ± 1.4 10.5 ± 1.4 11.1 ± 0.6 
    
Ecuación sigmoidal 
a 5.9 ± 1.22 9.31 ± 1.27 4.11 ± 2.19 
b, (XF - X0) 19.04 ± 1.73 21.36 ± 2.21 16.81 ± 0.01 
C, (t µmax) 6.45 ± 1.09 8.34 ± 0.36 5.06 ± 2.21 
d 2.59 ± 0.16 2.15 ± 0.62 3.5 ± 0.01 
  
  
µmax (dia-1) 0.13 ± 0.01 0.17 ± 0.07 0.12 ± 0.03 
Tlag -2.73 ± 2.35 -1.5 ± 2.49 -8.5 ± 4.29 
Texp 7.35 ± 1.14 9.69 ± 0.63 5.71 ± 2.21 
Tdes 14.96 ± 0.12 14.84 ± 1.89 16.58 ± 1.01 
 
 
La velocidad de transferencia de oxigeno (OTR) puede variar según el tipo de tapón 
utilizado, en este sentido, es posible que se presenten limitaciones por la disponibilidad de 
oxígeno en el cultivo celular. Si la OTR ofrecida por el tapón es demasiado baja, las células 
pueden reducir su crecimiento, viabilidad y metabolismo secundario, especialmente si la 
especie vegetal tiene una velocidad de consumo de oxígeno elevada (Orozco 2009).  
 
Según Orozco-Sánchez et al. (2011) la resistencia a la transferencia de oxígeno que 
presentan en cultivos de células en suspensión de Neem con tapones de espuma de 
silicona, algodón y aluminio en matraces agitados es de 31.2, 60.7 y 95.4 %, 
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respectivamente. La resistencia total de transferencia de oxígeno (resistencia total dada 
por el tapón más la interfase gas-líquido al interior del matraz). En nuestro caso, el tapón 
de espuma utilizado era de poliuretano, aunque no se puede asegurar que su 
comportamiento sea similar al de silicona, se podría decir que, por el su alto porcentaje de 
evaporación, la transferencia de oxígeno y el intercambio de gases a través del tapón, 
podría ser comparable con las reportadas para tapones de silicona. La viabilidad y el 
crecimiento celular de las células en suspensión de borojó no se vieron afectadas al utilizar 
tapones de espuma. En este sentido, se sugiere que el crecimiento de células en 
suspensión de borojó no se ve limitado por la alta disponibilidad de oxígeno en el matraz. 
 
Adicionalmente Orozco-Sánchez (2011); reportó que el uso de tapón de aluminio en 
matraces Erlenmeyer, disminuyó entre 8 y 15 veces la velocidad máxima de transferencia 
de oxigeno (OTRmax) comparado con algodón y espuma de silicona en cultivos de células 
de Neem, respectivamente. Las células en suspensión de B. patinoi en esta condición, no 
presentaron limitaciones en el crecimiento celular.  
 
Cultivos de células vegetales de Thevetia peruviana (Arias 2013), Uncaria tomentosa 
(Trejo-Tapia & Rodríguez-Monroy 2007), Beta vulgaris (Rodríguez-Monroy & Galindo 
1999) e híbridos de Prunus pérsica × P. amygdalus (Marino et al. 1995), han crecido 
satisfactoriamente en matraz agitado con tapón de aluminio, sugiriendo que al igual que B. 
patinoi, los requerimientos de oxígeno no son elevados y cuando se disminuye la 
concentracion de oxigeno no se presentarían limitaciones en el crecimiento celular. Caso 
contrario a lo ocurrido en células de Neem, donde el uso de tapón de aluminio redujo 
significativamente el crecimiento celular y la producción de azadiractina (Orozco-Sánchez 
et al. 2011). 
 
En la Figura 3.9 se observa la morfología de las células de borojó cultivadas en matraz 
agitado con diferentes tipos de tapón. En el tratamiento con tapón de espuma y algodón, 
las células crecieron de forma amorfa, a diferencia de las cultivadas con tapón de aluminio, 
las cuales se mostraron más circulares. Según Potters (2007); las plantas expuestas a 
condiciones de estrés abiótico subletal, tales como: inundación, sequedad, radiación UV o 
cambios químicos en los componentes del suelo, muestran diversas respuestas 
morfogenéticas. Dicha respuesta, se presenta como una adaptación para disminuir la 
exposición al estrés. De esta forma, el cambio en la morfología se células de B. patinoi 
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cultivadas en matraz con tapón de aluminio, podría ser una respuesta morfogenética a la 
baja disponibilidad de oxígeno. 
 
Otro aspecto importante en la evaluación de diferentes tipos de tapón para matraces 
agitados en cultivos de células vegetales, es el metabolismo secundario, el cual, puede 
estar influenciado, tanto por la disponibilidad de oxígeno como por la composición de la 
fase gas del interior del matraz (Orozco 2009; Lee & Shuler 1991). La producción de 
ajmalicina en cultivos de células en suspensión de Catharanthus roseus está limitada por 
la concentración de etileno (Lee & Shuler 1991). En cultivos de A. indica, la producción de 
azadiractina es mayor cuando la disponibilidad de oxigeno aumenta (Orozco 2009).   
 
 
Figura 3.9 Observación en microscopio de células de B. patinoi, cultivadas en matraz agitado con 
diferentes tipos de tapón. 
 
3.3 Rendimiento de extractos crudos de células en 
suspensión de B. patinoi 
 
En la Tabla 3.5 se muestra los rendimientos obtenidos con los diferentes tipos de solventes. 
Los compuestos de polaridad alta presentaron un mayor rendimiento. El mayor rendimiento 
(7.74%) se obtuvo utilizando metanol como solvente de extracción (polaridad alta), 
mientras que con hexano (polaridad baja), este porcentaje sólo alcanzó 0.72%. Esta 
tendencia en el rendimiento de extracción también ha sido observado para otras especies 
Espuma Algodón Aluminio
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vegetales (Orozco 2004). Lo anterior, puede estar relacionado con una mayor cantidad de 
compuestos polares presentes en la biomasa. Adicionalmente en el caso de cultivo in vitro 
de B. patinoi Caballero & Cardona 2006, reportaron la presencia de azucares no reductores 
en el día 15 de cultivo celular. En este sentido, es posible mayor rendimiento en los 
extractos polares este dado por los azucares remanentes del cultivo in vitro. 
 








Metanol 0.2323 7.74 
Etanol 0.1717 5.72 
Acetona 0.0379 1.26 
Acetato etilo 0.0223 0.74 
Diclorometano 0.0200 0.67 
Cloroformo 0.0312 1.04 
Hexano 0.0216 0.72 
3.4 Actividad citotóxica de extractos crudos de células 
en suspensión 
 
3.4.1 Determinación de la actividad citotóxica con el ensayo de 
MTT 
 
En la Figura 3.10 se observa la actividad citotóxica de extractos de células en suspensión 
de borojó sobre la línea celular Jurkat (células aisladas de leucemia linfoide aguda). Los 
extractos obtenidos con solventes de polaridad media y baja redujeron la viabilidad de 
dichas células; acetona 49.3%, acetato de etilo 56.1%, diclorometano 29.2%, hexano 
36.9% y cloroformo 17.2%. Para estos extractos se encontró una diferencia 
estadísticamente significativa con el control solvente (DMSO 1%). Los extractos 
metanólicos y etanólicos (solventes de mayor polaridad), no mostraron un efecto 
significativo. Lo anterior, indica que posiblemente las células en suspensión de borojó 
producen metabolitos de polaridad media-baja que afectarían la actividad mitocondrial de 
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estas células cancerosas, y desencadenarían la muerte o reducción de su viabilidad 
celular. Yazdanian et al. 1998, reportaron mayor permeabilidad de moléculas no polares 
en la membrana de células Caco-2 (línea celular aislada de cáncer colorrectal humano).  
La habilidad de una molécula para permear la membrana celular por difusión pasiva 
depende principalmente de la interacción con la bicapa lipídica. En este sentido, 
posiblemente las células en suspensión de borojó producen metabolitos de polaridad 
media-baja que permean la membrana de las células Jurkat y afectan la actividad 
mitocondrial de estas células cancerosas, desencadenando la muerte o reducción de su 
viabilidad celular. 
 
Figura 3.10  Efecto sobre la viabilidad de células Jurkat mediante el ensayo MTT, de extractos de 
células en suspensión de Borojoa patinoi. El control positivo (DMSO 99 %), control solvente (DMSO 
1 %). Los asteriscos (*) representan diferencias estadísticamente significativas con el control 
solvente según la prueba de Fisher con un nivel de confianza de 95%. Los datos se muestran como 
el promedio de 4 réplicas ± S.E. 
 
A pesar de que la actividad citotóxica de los extractos crudos de polaridad media-baja fue 
mayor a 150 µg/mL (la máxima concentración evaluada), no se observó un efecto dosis 
Resultados y discusión 63 
 
dependiente. El mayor efecto en la viabilidad celular se evidenció con el extracto en acetato 
de etilo a 150 µg/mL, el cual redujo a 43 % la viabilidad de las células Jurkat, seguido del 
extracto en acetona, hexano y diclorometano los cuales redujeron aproximadamente a 60 
% la viabilidad de las células cancerosas con respecto al control negativo. 
 
Debido a la poca información que hay disponible de borojó, no es posible hacer una 
comparación directa del potencial anticancerígeno mediado por un efecto citotóxico entre 
el fruto y las células cultivadas in vitro, sobre la línea celular Jurkat, MCF7 o CHO. Sin 
embargo, se ha reportado actividad citotóxica y antinflamatoria en especies pertenecientes 
a la misma familia (Rubiaceae). Células Jurkat tratadas con fracciones de Rubia cordifolia 
disminuyeron en un 50% su viabilidad (Ji-hye et al. 2009).  
Por otro lado, en células MCF-7 (línea aislada de adenocarcinoma de mama), la mayor 
actividad citotóxica se presentó con el extracto en hexano, el cual redujo la viabilidad de 
las células en un 52 %, seguido de acetato de etilo 48 % y diclorometano 47 % (Figura 
3.11). En este caso, el control solvente con DMSO a 1.0 % presentó una disminución en 
la viabilidad celular del 25 %. Sin embargo, según la prueba de diferencia mínima de 
Fisher, no tiene diferencia estadísticamente significativa con el control negativo. 
 
A diferencia de la actividad citotóxica en Jurkat, los extractos metanólico y etanólico en la 
línea celular MCF-7 mostraron una disminución en la viabilidad celular de 22 y 26 % 
respectivamente. A pesar de que se vio un efecto citotóxico por parte del control solvente 
(DMSO 1.0 %), la concentración de DMSO en dichos tratamientos no ascendía a 0.1 %, lo 
que demuestra que el efecto en la disminución en la viabilidad celular se debe al extracto 
de las células en suspensión de borojó y no por la acción del solvente. 
Adicionalmente, en la línea celular MCF-7, en todos los extractos, excepto el de acetona 
se presentó una particularidad en la relación dosis-respuesta entre la concentración del 
tratamiento y el porcentaje de viabilidad celular. En los extractos acetona, diclorometano y 
hexano, los tratamientos con la menor concentración (10 µg/mL), generaron una mayor 
disminución en la viabilidad celular, resultado estadísticamente significativo en 
comparación con el control solvente.  
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Figura 3.11 Efecto sobre la viabilidad de células MCF7 mediante el ensayo MTT, de extractos de 
células en suspensión de B. patinoi. El control positivo (DMSO 99 %), control solvente (DMSO 1.0 
%). Los asteriscos (*) representan diferencias estadísticamente significativas con el control solvente 
según la prueba de Fisher con un nivel de confianza de 95%. Los datos se muestran como el 
promedio de 4 réplicas ± S.E. 
 
3.4.2 Análisis comparativo de la actividad citotóxica de extractos 
crudos de B. patinoi en células cancerosas y no cancerosas 
Con el fin de comparar el efecto que tienen los extractos crudos en una línea celular no 
cancerosa y no cancerosa, se evaluó el efecto en células CHO (línea celular no cancerosa 
aislada de ovario de hámster chino). La Figura 3.12 presenta el efecto sobre la viabilidad 
celular de los extractos evaluados. Con el control solvente (DMSO 1.0%) se produjo una 
disminución en la viabilidad del 14%. El extracto con mayor efecto fue el proveniente de 
acetato de etilo a 150 µg/mL, el cual disminuyó la viabilidad de células CHO hasta 33.8%. 
Los extractos que también presentaron una actividad citotóxica importante fueron el de 
acetona, metanol y etanol, que incluso a una concentración de 50 µg/mL, presentaron 
diferencias estadísticamente significativas con el control solvente. 
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Figura 3.12 Efecto sobre la viabilidad de células CHO mediante el ensayo MTT, de 
extractos de células en suspensión de B. patinoi. El control positivo (DMSO 99 %), control 
solvente (DMSO 1 %). Los asteriscos (*) representan diferencias estadísticamente 
significativas con el control solvente según la prueba de Fisher, con un nivel de confianza 
de 95%. Los datos se muestran como el promedio de 4 réplicas ± S.E 
 
Una de las principales características que se desean en el momento de buscar nuevos 
compuestos o metabolitos con miras a la producción de fármacos quimioterapéuticos, es 
la selectividad que puedan tener para diferenciar una célula cancerosa de otra no 
cancerosa. Actualmente, gran parte de la investigación en este campo está centrada en la 
búsqueda de nuevos fármacos que sean más efectivos en el tratamiento de la enfermedad, 
que conlleven menos efectos secundarios y logren la eliminación de las neoplasias, 
minimizando el daño genotóxico en los pacientes (Vega et al. 2006; Ghantous et al. 2010). 
 
Los resultados descritos anteriormente, evidencian claramente que los extractos crudos de 
células en suspensión de borojó, tienen un efecto citotóxico sobre las líneas celulares 
Jurkat, MCF7 y CHO.  Sin embargo, es importante comparar el efecto que tienen dichos 
extractos sobre las células cancerosas y las no cancerosas. Para tal fin, se realizó una 
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comparación entre la actividad citotóxica presentada por cada solvente en las tres líneas 
celulares evaluadas (Figura 3.13). Se encontró una dependencia en la reducción de la 
viabilidad celular, tanto del solvente utilizado para la extracción, como de la concentración 
de extracto suministrado en cada tratamiento. 
 
 
Figura 3.13 Efecto sobre la viabilidad de células CHO, MCF7 y Jurkat mediante el ensayo 
MTT, de extractos de células en suspensión de Borojoa patinoi obtenidos con diferentes 
solventes orgánicos (hexano, acetato de etilo, acetona y diclorometano). Las letras 
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prueba de Fisher con un nivel de confianza de 95%. Los datos se muestran como el 
promedio de 4 réplicas ± S.E. 
 
Se presentaron diferencias estadísticamente significativas en la reducción de la viabilidad 
celular en las células cancerosas con crecimiento en suspensión (Jurkat), en comparación 
con las adheridas (MCF7 y CHO). A diferencia de la actividad citotóxica en células Jurkat, 
en CHO y MCF7 se presentó una disminución en la viabilidad celular con los extractos de 
acetato de etilo, acetona y etanol. Posiblemente dichos extractos, tengan compuestos o 
metabolitos que actúen diferencialmente sobre células adheridas y en suspensión. 
 
 Según Damiano et al. (1999); para establecer las diferencias de la actividad citotóxica 
causada por un potencial compuesto activo en células cancerosas o no cancerosas, es 
importante tener en cuenta la naturaleza de la línea celular, es decir, si crece en monocapa 
o suspensión. Las moléculas de adhesión celular (CAM) presentes en las interacciones 
célula-célula de las líneas celulares adheridas influyen en la supervivencia y puede 
prevenir la muerte celular programada (Damiano et al. 1999). Caso contrario a lo que 
sucedió a la respuesta que se presentó en borojó, se ha demostrado que la adhesión 
celular mediada por integrina fibronectina (CAM), confiere una ventaja de supervivencia 
para células de mieloma (células adheridas) expuestas a fármacos citotóxicos, que inhiben 
la apoptosis inducida por dichos fármacos (Bates et al. 1994; Boyd et al. 1988; Damiano et 
al. 1999).  
 
A una concentración igual o inferior a 100 µg/mL los extractos de hexano, acetato de etilo, 
diclorometano y acetona, tuvieron mayor actividad citotóxica en la línea celular MCF7 
(adherida), en comparación con la línea celular Jurkat (suspensión). Posiblemente, estos 
extractos contengan metabolitos que actúe directamente y con mayor efectividad sobre las 
interacciones célula-CAM y permita el ingreso de dicho compuesto al interior de la célula, 
generando una disminución en la actividad metabólica de la mitocondria, que finalmente 
llevaría a la reducción de la viabilidad celular. Este comportamiento, se ha reportado con 
extractos de Himatanthus obovatus, Kielmeyera coriácea, Casearia sylvestris y Serjania 
lethalis, donde el IC50 reportado para las células provenientes de glioblastoma SF-295 
(células adheridas), es menor que para las células con crecimiento en suspensión de 
leucemia HL-60 (de Mesquita et al. 2009).  
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Para calcular la IC50 (concentración inhibitoria media), no se consideró la actividad 
biológica de los extractos a 10 µg/mL. Aunque en la Figura 3.10 se observa que algunos 
extractos pueden tener un mayor efecto que concentraciones más elevadas (50 µg/mL), 
no se encontraron diferencias estadísticamente significativas entre ambos tratamientos. 
En el caso de los extractos metanólico y etanólico, no se evidenció una relación dosis - 
efecto a las concentraciones evaluadas, por lo tanto, no fue posible establecer este valor. 
En nuestro caso, el IC50 para los extractos hexano y acetato de etilo es menor en células 
MCF7 (adherida) en comparación con células Jurkat (suspensión) (Tabla 3.6). 
 
 
Tabla 3.6 Concentración IC50 de extractos crudos de células en suspensión de borojó 
obtenidos con diferentes solventes de extracción, sobre las líneas celulares Jurkat, MCF-
7 y CHO. No determinado (ND). No evaluado (NE) 
Extracto IC50 (µg/mL) 
 
Jurkat MCF-7 CHO 
Acetona  161.04 ± 4.07  ND 143.66 ± 8.80 
Acetato de etilo 166.07 ± 5.51 101.70 ± 15.34 119.33 ± 12.29 
Diclorometano  147.49 ± 15.5 153.22 ± 9.37 ND 
Cloroformo 218.14 ± 0.80 NE NE 
Hexano 124.89 ± 4.58 62.63 ± 7.25 ND 
 
Adicionalmente, con los extractos de acetato de etilo, diclorometano y con mayores 
diferencias en hexano, se presentó una selectividad deseada para reducir la viabilidad 
celular de las células cancerosas MCF-7 y en menor porcentaje en las no cancerosas CHO 
(Figura 3.13). Este comportamiento selectivo en células con crecimiento en monocapa 
(CHO y MCF7), ha sido reportado por Jaunky et al. 2016, quienes realizaron la 
identificación de compuestos con toxicidad selectiva, dirigida hacia células MCF-7 (cáncer 
de mama) en comparación con células no cancerosas HFF-1 (fibroblastos de prepucio). A 
diferencia de lo que ocurre en células HFF-1, donde el huso mitótico se organiza 
correctamente, en células de cáncer de cérvix (HeLa) y MCF-7, el compuesto se une 
directamente a subunidades de tubulina, modificando la dinámica de ensamblaje de los 
microtúbulos, que desencadena finalmente la detención celular en mitosis (Jaunky et al. 
2016).  
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3.4.3 Actividad citotóxica en eritrocitos humanos.   
El ensayo de hemólisis dejó en evidencia que ninguno de los extractos evaluados, causó 
daño a la membrana de los eritrocitos humanos, en comparación con el control positivo 
(Tabla 3.7). La concentración evaluada en este ensayo (500 µg/mL), fue superior a los 
valores reportados de IC50 en la actividad citotóxica por el test de MTT en células de cáncer 
de mama y leucemia linfoide aguda, líneas celulares MCF-7 y Jurkat respectivamente 
(Tabla 3.6).  
Tabla 3.7 Porcentaje de hemólisis producido por extractos de células en suspensión de borojó en 
eritrocitos humanos. Los valores representan el valor medio del porcentaje de hemólisis obtenido 
luego de tratar los eritrocitos humanos durante 1 hora con 500 µg/mL de cada extracto. Control 
positivo H2O2 10%, control solvente DMSO 2%. Las letras representan diferencias estadísticamente 
significativas según la prueba de Fisher con un nivel de significancia de 95 %. Los datos se muestran 






Metanol 1.25 ± 0.12   a 
Etanol 2.24 ± 0.79   ab 
Acetona 0.59 ± 0.14   a 
Acetato de etilo 0.88 ± 0.11   a 
Diclorometano 0.85 ± 0.36   a 
Cloroformo 1.13 ± 0.06   a 
Hexano 4.23 ± 0.66   b 
Control positivo 100.00 ± 2.35   c 
Control solvente 3.64 ± 0.51   ab 
 
 
El máximo valor permisible para considerar que un compuesto con actividad biológica 
probada sea inocuo en eritrocitos humanos es 10%.  Ninguno de los extractos evaluados 
alcanzó este porcentaje. El extracto que presentó mayor actividad hemolítica sobre 
eritrocitos humanos fue hexano con 4.23 %. Sin embargo, no se presentó una diferencia 
estadísticamente con el control solvente. Resultados similares fueron reportados por Bors 
(2011) con extractos etanólicos de Uncaria tormentosa; una especie perteneciente a la 
misma familia del borojó (Rubiaceae), donde una concentración de 500 µg/mL, genero un 
porcentaje de hemólisis inferior a 1.0%, no indujo la peroxidación lipídica, oxidación, ni 
desnaturalización de los eritrocitos. Por el contrario, se reportó un efecto protector de 
eritrocitos cuando se realizaron tratamientos con compuestos xenobióticos. 
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En este sentido, debido a que los extractos crudos de células en suspensión de borojó 
provenientes hexano, acetato de etilo, diclorometano y acetona presentaron actividad 
citotóxica sobre las líneas celulares cancerosas MCF-7 o Jurkat, y no tuvieron un efecto 
hemolítico significativo sobre eritrocitos humanos, se podría decir que dichos extractos 
cuentan con compuestos con acción citotóxica en células tumorales. 
 
3.5 Actividad genotóxica de extractos crudos de células 
en suspensión 
 
El ensayo cometa dejo en evidencia que los extractos crudos de células en suspensión de 
borojó causaron un daño clastogénico significativo al ADN de células de leucemia linfoide 
aguda (línea celular Jurkat) (Figura 3.14) Los tres extractos evaluados, según la prueba de 
diferencia mínima significativa de Fisher, presentaron diferencias significativas con el 
control solvente. El extracto proveniente de hexano generó un mayor daño en el ADN 27.82 
%. Sin embargo, no se evidenciaron diferencias con los extractos acetato de etilo y 
diclorometano 24.16 y 23.88 %, respectivamente (Figura 3.14).  
 
Figura 3.14 Efecto clastogénico en células Jurkat tratadas con extractos crudos de células en 
suspensión de B. patinoi (10 µg/mL) obtenidos con diferentes solventes orgánicos. Control solvente 
(DMSO 1.0 %), control positivo (H2O2 25 mM). Los asteriscos (*) representan diferencias 
ADN en cola (%)
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estadísticamente significativas con el control solvente según la prueba de Fisher, con un nivel de 
confianza de 95%. %. Los datos se muestran como el promedio de 3 réplicas ± S.E. 
 
En la Figura 3.15 se observa la clasificación a la que se atribuye cada nucleótido de 
acuerdo con la cantidad de ADN en la cola del cometa. Este método de análisis clasifica a 
cometas como: tipo 1, no dañado; Tipo 2, bajo nivel de daño; Tipo 3, nivel medio de daño; 
Tipo 4, alto nivel de daño; Tipo 5, daño total; y tipo 6, daño total. En nuestro caso, los 
cometas formados un nivel medio (acetato de etilo) y alto de daño (hexano y 
diclorometano) (Figura 3.16). 
 
Son pocas las investigaciones que reportan actividad genotóxica in vitro de extractos 
crudos de especies pertenecientes a la familia Rubiaceae sobre diferentes modelos de 
cáncer. Se resalta la actividad clastogénica de Uncaria tormentosa  sobre células 
adenocarcinoma de colón HT29 (De Oliveira et al. 2014) y Oldenlandia diffusa sobre 
células de leucemia HL60 (Willimott et al. 2007). Teniendo en cuenta el daño genotóxico 
generado por los extractos crudos de células en suspensión de borojó en células Jurkat, 




Figura 3.15 Tipos de cometas según el nivel de degradación del ADN. Los tipos 1 hasta 
6, representan los distintos grados cuantitativos de daño del ADN desde el nivel sin daño 
hasta el daño total. Adaptado de Paz-Y-Miño (2008). 
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Figura 3.16 Imágenes representativas de los cometas obtenidos en células Jurkat tratadas 
con extractos crudos de células en suspensión de B. patinoi (10 µg/mL) obtenidos con 




Por otro lado, en la Figura 3.11 se observa que la actividad citotóxica de los extractos en 
diclorometano, acetona y metanol en células MCF-7 aumenta a medida que se disminuye 
la concentración de extracto. A pesar de que no es posible comprar directamente la acción 
de un compuesto puro con un extracto crudo, en los extractos evaluados se evidenció una 
tendencia que presentan el Paclitaxel y el Nocodazole, los cuales son fármacos utilizados 
actualmente para el tratamiento contra el cáncer, y al igual que los extractos de células de 
borojó, presentan mayor efectividad cuando la concentración es menor. 
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3.6   Análisis fitoquímicos de extractos crudos de células 
en suspensión de B. patinoi 
 
El tamizaje fitoquímico de los extractos crudos de células en suspensión de borojó que 
presentaron mayor actividad citotóxica sobre las líneas celulares cancerosas Jurkat y MCF-
7 mostraron la presencia de compuestos fenólicos ácidos clorogénicos, cumarinas, 
terpenos, esteroides y saponinas (Tabla 3.8). 
 
Tabla 3.8 Análisis fitoquímico de extractos de células en suspensión de borojó. (-) 
Ausencia de metabolitos al nivel de detección de la prueba; (±) Respuesta no concluyente; 












Cumarinas ++ + 
Terpenos y/o esteroides +++ ++ 
Alcaloides ± ± 
Lignanos - - 
Glucósidos cardiotónicos - - 
Saponinas ++ + 
 
 
Se ha identificado la presencia de compuestos fenólicos, triterpenos, flavonoides, taninos, 
alcaloides y saponinas en la pulpa del fruto de borojó (Sotelo et al. 2010; Martínez et al. 
2009). En nuestro caso, para el cultivo in vitro no se identificaron compuestos tipo 
flavonoides en los extractos evaluados. Sin embargo, los solventes utilizados para la 
extracción, tanto acetato de etilo como hexano, son compuestos no polares que no 
presentan afinidad por los flavonoides. Lo anterior sugiere que las células de borojó 
cultivadas in vitro pueden tener compuestos tipo flavonoides que no fueron detectados, 
debido a la naturaleza química no polar de los solventes de extracción utilizados en los 
análisis fitoqiímicos (acetato de etilo y hexáno).  
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Debido a que no se conoce un estudio fitoquímico detallado del fruto de borojó u otros 
componentes de la planta, no es posible hacer una comparación directa con los 
metabolitos que se expresan en el cultivo in vitro. Sin embargo, se ha reportado la 
presencia de metabolitos en cultivos in vitro de células vegetales que no se expresan en 
la planta in vivo (Orozco-Sánchez 2002).  
 
Dentro de los compuestos fenólicos, los ácidos clorogénicos (CGA) están formados por la 
esterificación de ácidos cinámicos, tales como cafeico, ferúlico, y ácido cumárico, con 
ácido quínico. Estudios epidemiológicos han demostrado que CGA posee propiedades 
biológicas beneficiosas para la salud, tales como reducción del riesgo a enfermedad 
cardiovascular, diabetes tipo 2, Alzheimer, antivirales, propiedad antibacteriana y 
antiinflamatoria (Shi et al. 2013; Nakagawa & Maeda 2012; Ji et al. 2013; Yun et al. 2012).  
El CGA inhibió la proliferación de las células HepG2 (línea celular de cáncer de hígado 
humano) in vitro y la progresión de la HepG2 de xenoinjerto in vivo (Yan et al. 2017). 
Adicionalmente, el tratamiento de células MCF-7 con CGA, generó la inhibición de la 
metilación del ADN, causando susceptibilidad y posterior toxicidad, que desencadenó la 
reducción de la viabilidad celular (Paluszczak et al. 2010). Teniendo en cuenta que los 
extractos hexano y acetato de etilo generaron una reducción en la viabilidad celular de 
células MCF-7, se podría decir que la actividad citotóxica y genotóxica causada, puede 
estar mediada por la presencia de ácidos clorogénicos en los extractos. Sin embargo, es 
menester realizar nuevas pruebas fitoquímicas que corroboren la presencia y cuantifiquen 
dichos metabolitos.  
 
Otro tipo de metabolitos identificados en los extractos crudos de células en suspensión de 
borojó, fueron las cumarinas, las cuales son reconocidas por poseer propiedades 
biológicas, especialmente como anticoagulantes en la industria farmacéutica. Se han 
identificado más de 1300 cumarinas (Revankar et al. 2017), algunas con propiedades anti-
microbiana, anti-VIH, anti-cáncer, anti-tumor, anti-oxidante, anti-coagulación, anti-
retrovirales o anti-tuberculosis (Revankar et al. 2017; Dandriyal et al. 2016; Keri et al. 2015; 
Patel et al. 2014; Rádl 1990). 
 
Según Riveiro (2010) debido a los efectos antitumorales, apoptóticos y efectos que inducen 
diferenciación celular, las cumarinas son compuestos promisorios para el tratamiento del 
cáncer. Sin embargo, en la actualidad la mayoría de estos compuestos son sintetizados 
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químicamente, presentando limitaciones en el efecto toxico que pueda tener sobre los 
modelos de cáncer, ya que se ha encontrado una rigurosa dependencia entre la estructura 
química y la actividad biológica (Vázquez et al. 2012). Aunque es necesario realizar una 
identificación más detallada de las cumarinas presentes en las células de borojó cultivadas 
in vitro, es posible que la actividad citotóxica y genotóxica observada sobre células 
cancerosas, puede ser generada en cierta medida por las cumarinas detectadas en los 
extractos crudos. 
 
Por su parte, los terpenos, otro metabolito identificado, son compuestos orgánicos 
aromáticos y volátiles que están constituidos por la unión de unidades de isopreno C5. Los 
terpenoides con alrededor de 30.000 compuestos, constituyen el grupo más abundante de 
metabolitos secundarios en las plantas superiores (Connolly & Hill 1991). 
 
Los terpenos tienen un valor económico significativo debido a su uso generalizado en 
varias industrias, incluyendo las farmacéuticas, alimentos y sectores cosméticos. Se han 
reportado una amplia gama de fármacos terapéuticos, tales como anticancerígenos, 
analgésicos, antiinflamatorios, agentes neuroprotectores, moduladores inmunes y en la 
cicatrización de heridas (Guimarães et al. 2014; Guimarães et al. 2015; Lima et al. 2016; 
de Cássia da Silveira e Sá et al. 2013; Guimarães et al. 2013; Arunasree 2010; Cavalcante 
Melo et al. 2012). 
 
Fernandes (2013), reporta actividad citotóxica de extractos hexánicos de raíces de 
Jatropha ribifoli sobre la línea celular de cáncer de mama MCF-7, causada por terpenos 
presentes en las J. ribifoli. De la misma forma, Bourgou (2017) identificó terpenos y 
sesquiterpenlactonas en extractos de Artemisia herba con actividad biológica sobre células 
de cáncer de mama (MCF7). En este sentido, se podría decir que la actividad citotóxica 
presentada por los extractos de células en suspensión esté mediada parcialmente por 
compuestos tipo terpenoides. 
 
Las saponinas son compuestos no volátiles caracterizados por la presencia de un resto de 
aglicona (o saponina) no polar acoplado con moléculas de azúcares polares. La naturaleza 
anfifílica de las saponinas las convierte en compuestos tensioactivos fuertes (Singh et al. 
2017). Las saponinas son consideradas como parte de los sistemas de defensa de las 
plantas, están incluidas en un grupo de moléculas protectoras denominadas fitoprotectores 
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(Francis et al. 2002). Adicionalmente, varios estudios han demostrado que, las saponinas 
en la dieta tienen un amplio espectro de actividad como agentes antifúngicos y 
antibacterianos, en la reducción del colesterol en la sangre, e inhibición del crecimiento de 
células cancerígenas (Rao & Sung 1995; Berhow et al. 2000; Wang et al. 2007; Matsuura 
2001; Sparg et al. 2004). Sin embargo, también han sido asociadas a efectos tóxicos en 
las salud, debido a que presentan una alta actividad hemolítica en eritrocitos humanos 
(Baumann et al. 2000). 
 
La presencia de saponinas en los extractos acetato de etilo y hexano de células de borojó 
cultivadas in vitro, podrían ser parcialmente responsables de la actividad citotóxica 
observada. Sin embargo, la baja actividad hemolítica en eritrocitos humanos que 
presentaron estos extractos (Tabla 3.7), da indicios de que posiblemente la concentración 
de este metabolito es relativamente baja.  
 
Es importante resaltar que estos compuestos se evaluaron mediante una prueba cualitativa 
preliminar; por consiguiente, se requerirán más análisis para confirmar su presencia y 
determinar el contenido total en los extractos. Así mismo, se debe identificar el compuesto 
activo principal de las células de B. patinoi cultivadas in vitro, y así determinar el efecto que 
este tiene sobre las células cancerosas. 
3.6.1 Identificación de lactonas sesquiterpénicas  
 
Se realizó la identificación de lactonas sesquiterpénicas mediante cromatografía de capa 
fina (TLC) de extractos de células en suspensión de borojó provenientes de diferentes 
solventes. La prueba es positiva cuando se identifican compuesto con lampara UV en 
longitud de onda larga o corta y después de revelar con vainillina, los compuestos tipo 
lactonas sesquiterpénicas colorean violeta. 
En todos los extractos evaluados se identificaron compuestos tipo lactonas terpénicas 
(Figura 3.17). A pesar que el método de cromatografía en capa fina es cualitativo, y 
teniendo en cuenta que la cantidad y concentración de muestra utilizada fue la misma para 
todos los extractos, a partir de la Figura 3.17, donde se observan manchas de mayor 
tamaño, para los extractos provenientes de diclorometano en medio MS (carril 5) y B5 
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(carril 6), se podría decir como una primera aproximación, que estos extractos tienen una 




Figura 3.17 Cromatografía en capa fina para identificación de lactonas sesquiterpénicas en 
extractos crudos de células en suspensión de borojó utilizando diferentes solventes de extracción. 
Se resaltan en círculos rojos las manchas identificadas en lampara UV con en longitud de onda 
larga y corta. 1. Acetato de etilo MS – 2. Acetato de etilo B5 – 3. Cloroformo MS – 4. Cloroformo B5 
– 5. Diclorometano MS – 6. Diclorometano B5 – 7. Hexano MS – 8. Hexano B5 – 9. Diclorometano 
fruto.  
 
Las lactonas sesquiterpénicas (SLs) son metabolitos secundarios de origen vegetal 
compuestos por 15 carbonos, distribuidos en tres unidades de isopreno con un grupo 
lactona (éster cíclico). Se han identificado más de 5000 variantes estructurales, 
principalmente de Asteraceae spp. Son varias las propiedades  terapéuticas que tienen las 
SLs, incluyendo antiinflamatorios, antitumorales, antimicrobianos y antiviral (Orofino 
Kreuger et al. 2012). Actualmente fármacos derivados de las SL tapsigargina (Apiaceae 
thapsi), artemisinina (Artemisia annua), y partenolida (anacetum parthenum), están en 
ensayos clínicos para el tratamiento de cáncer (Ghantous et al. 2010). 
 
Un tratamiento eficaz para el cáncer involucra tanto la reducción de la carga tumoral, como 
la inhibición de las células madre cancerosas, las cuales están implicados en la recaída 
del cáncer y la resistencia al tratamiento. Ensayos clínicos han demostrado  que las SLs  
tienen propiedades selectivas que afectan las células diana y células madre de 
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cancerosas, mientras que no causan ningún efecto en las células normales (Zhou & Zhang 
2008). Por tal razón, las SLs son candidatos prometedores en el descubrimiento y 
formulación de fármacos para el tratamiento del cáncer (Ghantous et al. 2010). 
 
En la sección 3.4, se reportó que los extractos de acetato de etilo, diclorometano y hexano, 
presentaron  selectividad para reducir la viabilidad celular de las células cancerosas MCF-
7 y en menor porcentaje las no cancerosas CHO (Figura 3.13). Adicionalmente, como en 
los tres extractos se identificó compuestos tipo SLs, se podría decir que la actividad 
citotóxica de extractos crudos de células en suspensión de B. patinoi, está mediada por 
SLs. Sin embargo, para respaldar estos resultados, es necesario realizar nuevas 
evaluaciones fitoquímicas que confirmen su actividad, y así, poder identificar y cuantificar 
las lactonas sesquiterpénicas presentes en los extractos. 
 
Según Ghantous (2010); el principales inconvenientes para la producción de fármacos con 
SLs como compuesto activo, son la complejidad estructural; su síntesis química puede ser 
restringida, y la baja concentración con la que se encuentra disponible en las plantas, 
hacen que los recursos naturales sean limitados. En este sentido, el cultivo in vitro de 
células en suspensión de borojó se convierte en una plataforma promisoria para la 











4 Conclusiones y recomendaciones 
4.1 Conclusiones 
 
A pesar de las diferencias que ostentan los medios de cultivo MS, B5 y White en la 
composición de macronutrientes, micronutrientes, vitaminas y relación nitrato-amonio, las 
células en suspensión de borojó no presentaron diferencias significativas en los 
parámetros cinéticos de crecimiento celular. Las células en suspensión de B. patinoi no 
requieren medios de cultivo complejos y pueden crecer en medios con bajas 
concentraciones de sales. 
 
Aunque el crecimiento celular evaluado en matraz Erlenmeyer con tapón de algodón, 
espuma de poliuretano y aluminio, no presentó diferencias significativas en la cantidad de 
biomasa alcanzada al final del cultivo celular, se evidenciaron cambios en el 
comportamiento de pH del medio de cultivo, los cuales no inciden en el crecimiento celular. 
 
La actividad citotóxica de los extractos crudos de células en suspensión de borojó depende 
de la naturaleza química del solvente utilizado en la extracción. Los extractos de menor 
polaridad presentaron mayor actividad citotóxica. Los extractos crudos de acetato de etilo 
y hexano de las suspensiones celulares de Boroja patinoi mostraron actividad citotóxica a 
dosis de 150 µg/mL en líneas celulares de Jurkat (57%) y MCF-7 (48%), respectivamente. 
Por otro lado, los extractos crudos provenientes de hexano, acetato de etilo y 
diclorometano causaron daño clastogénico significativo al ADN de células de leucemia 
linfoide aguda (Jurkat). Los análisis fitoquímicos sugieren que dicha actividad biológica de 
B. patinoi podría deberse a la presencia metabolitos secundarios tales como compuestos 
fenólicos, cumarinas, terpenos, saponinas y lactonas sesquiterpénicas. 
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Otra particularidad observada en los extractos crudos de células en suspensión de borojó, 
obtenidos con acetato de etilo y acetona es el mayor efecto citotóxico presentado en 
células adheridas MCF7 y CHO, en comparación con las células con crecimiento en 
suspensión Jurkat. Adicionalmente, los extractos de acetato de etilo, diclorometano y 
hexano presentaron selectividad para reducir la viabilidad celular de las células cancerosas 
MCF-7 y en menor porcentaje las no cancerosas CHO. A esto se suma que ninguno de los 
extractos generó citotoxicidad en eritrocitos humanos a una concentración de 500 µg/mL. 
La selectividad dirigida específicamente a células tumorales es una característica deseada 
en compuestos para el tratamiento del cáncer. Por lo tanto, las células de borojó cultivadas 
in vitro pueden convertirse en una plataforma biotecnológica para la producción de 
compuestos o fármacos con propiedades que le permitan atacar células tumorales y 
cancerosas sin afectar las normales. 
 
4.2 Recomendaciones 
Los resultados de este trabajo contribuyen al reconocimiento del cultivo in vitro de células 
en suspensión de B. patinoi, como una herramienta biotecnológica potencial para la 
búsqueda de compuestos con actividad biológica, y establece punto de partida para el 
fraccionamiento y aislamiento de diferentes compuestos o metabolitos que pueden resultar 
promisorios para quimioprevención o como terapéuticos para el tratamiento del cáncer. 
 
A pesar de que no se encontraron diferencias en el crecimiento celular en los medios de 
cultivo MS, B5 y White, se recomienda evaluar el efecto del medio de cultivo en la 
producción de metabolitos secundarios con actividad biológica sobre células cancerosas y 
no cancerosas. Es probable que el cambio de medio de cultivo induzca la producción de 
diversos metabolitos secundarios que no fueron detectados en el análisis fitoquímico 
realizado. 
 
Por otro lado, debido a que el estudio del efecto del tipo de tapón se limitó al crecimiento 
celular, se sugiere evaluar la composición y concentración de la fase gaseosa al utilizar 
diferentes tapones en matraz, así como su efecto en los cambios de pH y la producción de 
metabolitos con actividad biológica.  
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Este es el primer reporte del cultivo de células en suspensión de borojó para la producción 
de compuestos con actividad biológica. A pesar de que los resultados son positivos y dejan 
en evidencia el efecto citotóxico y genotóxico de los extractos crudos en células 
cancerosas, es necesario realizar nuevas evaluaciones que permitan observar la actividad 
biológica de las células cultivadas in vitro sobre otras líneas celulares de cáncer. En este 
sentido, se recomienda realizar otro tipo de pruebas citotóxicas y genotóxicas, tales como 









A. Anexo: Concentración de 
nutrientes inorgánicos en los medios 




MS B5 White 
Macronutrientes (mM) 
K 20.0 25.0 8.7 
NO3 39.4 25.0 0.4 
NH4 20.6 2.0 -- 
Mg 1.5 1.0 2.9 
P 1.3 1.1 0.1 
Ca 3.0 1.0 0.2 
S 1.5 1.0 4.3 
Na -- 1.1 2.9 
Cl 6.0 2.0 0.1 
Micronutrientes (µM) 
I 4.5 4.5 4.5 
B 79.7 38.6 19.3 
Mn 97.6 60.0 31.4 
Zn 30.0 7.0 10.4 
Mo 1.0 1.0 -- 
Cu 0.2 0.2 -- 
Co 0.1 0.1 -- 
Fe 32.4 32.4 7.3 
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